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 1       
  
1 UVOD 
Navadni riček (Camelina sativa L.) je oljnica, ki je bila eden ključnih elementov v 
prehrani človeka v železni dobi. Pridelava je nezahtevna. Pogača ima odlično 
aminokislinsko sestavo in se kot stranski proizvod uporablja za krmo in kot vir 
bioaktivnih snovi. Seme, predvsem pogača, vsebuje veliko fenolnih spojin, ki delujejo 
antioksidativno (Crowley in Fröhlich, 1998; Dharavath in sod., 2016; Matthäus in Zubr, 
2000; Rahman in sod., 2018; Sampath, 2009; Terpinc, 2016; Terpinc in Abramovič, 2016; 
Zubr, 1997). 
Antioksidanti (AO) so snovi, ki upočasnijo kvar hrane in delujejo proti oksidativnim 
spremembam v telesu (Abramovič, 2011; Tarzi in sod., 2012). Uživanje hrane bogate z 
AO je povezano z nižjim tveganjem razvoja degenerativnih bolezni (Do in sod., 2014). 
Antioksidativni potencial (AOP) opisuje sposobnost redoks aktivnih molekul v hrani in 
bioloških sistemih, da odstranijo proste radikale (Floegel in sod., 2011). Prosti radikali so 
substance, ki v bioloških sistemih reagirajo z lipidi, proteini, DNA in ogljikovi hidrati; ti 
se posledično pretvorijo v nezaželene oblike (Li in sod., 2009).  
Rastline so vir naravnih AO, ki lahko nadomestijo sintetične AO, katerih uporaba 
predstavlja tveganje za zdravje (Kopjar in sod., 2009; Rahman in sod., 2018). Še posebej 
se povečuje zanimanje za fenolne spojine (Leouifoudi in sod., 2015). Fenolne spojine so 
številčna in raznolika skupina, ki sodeluje v rastlinskem antioksidativnem sistemu 
(Kubalt, 2016). Preprečujejo oksidacijo hrane in oksidativni stres (Rahman in sod., 2018). 
Kaljenje je hiter, preprost, učinkovit in ekonomičen način povečevanja vsebnosti 
bioaktivnih snovi in s tem povečanja prehranske in zdravstvene vrednosti užitnih semen. 
Med kaljenjem se zaradi dihanja in povečane metabolne aktivnosti odvija množica 
biokemijskih procesov, ki vodijo v biokemijske, prehranske in senzorične spremembe 
(Domínguez in sod., 2018). Spremeni se sestava primarnih in sekundarnih metabolitov. 
Mnogi sekundarni metaboliti so AO, zato kaljenje spremeni AOP semen (Gan in sod., 
2017; Herchi in sod., 2015; Kaur in sod., 2018; Kawee-ai in sod., 2018; Uchegbu in sod., 
2015; Xue in sod., 2016). 
Kaljenje zaustavlja dormanca, s čimer rastlina kontrolira začetek rasti v primernem 
letnem času (Née, 2017). Poleg kemijske obdelave, dormanco prekine tudi toplotna 
obdelava (Bentsink in Koornneef, 2008; Makasana in sod., 2016; Née in sod., 2017;). 
Toplotna obdelava pa je primerna tudi za uničevanje mikroorganizmov (Forsberg, 2004). 
Na začetku kaljenja se beljakovine in polisaharidi, na katere so vezane fenolne spojine, 
razgradijo, zato se poveča količina prostih fenolnih spojin. Te se v kasnejših fazah 
kaljenja lahko vežejo v novo nastale celične stene (Domínguez in sod., 2018). Kaljena 
semena imajo po večini večjo vsebnost fenolnih spojin, predvsem fenolnih kislin in 
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flavonoidov (Herchi in sod., 2015; Kawee-ai in sod., 2018; Uchegbu in sod., 2015; Xue 
in sod., 2016). 
1.1 CILJI NALOGE 
Ugotoviti, kako se tekom kaljenja spreminja vsebnost fenolnih spojin ričkovih semen. 
Ugotoviti, kako se tekom kaljenja spreminja antioksidativni potencial ričkovih semen ter 
primerjati reaktivnost pripravljenih izvlečkov v homogenem okolju in emulziji. 
Ugotoviti, ali se visoka prehranska vrednost ričkovih semen s kaljenjem še dodatno 
poveča. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Pričakujemo, da bo dobit fenolnih spojin iz kaljenih ričkovih semen večja kot dobit iz 
nekaljenih ričkovih semen. 
Predvidevamo, da bo čas kaljenja značilno vplival na vsebnost fenolnih spojin ričkovih 
semen.  
Pričakujemo razlike v antioksidativni aktivnosti izvlečkov ričkovih semen v homogenem 
in heterogenem okolju. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 NAVADNI RIČEK 
Navadni riček (Camelina sativa L.) je oljnica, ki sodi v družino Brassicaceae. Naravno je 
prisotna na severu Evrope in v centralni Aziji (Rahman in sod., 2018). Na Koroškem je 
znana pod imenom toter (Terpinc in Abramovič, 2016). 
2.1.1 Zgodovina 
Že v bronasti dobi se je uporabljal za pripravo kašastih jedi in kruha, v železni dobi pa je 
bil skupaj z žitaricami eden glavnih elementov prehrane. Deloma v srednjem veku, 
predvsem pa v 20. stoletju se je razširil po Evropi. Uporabljal se je tudi za masažo, 
izdelavo mila in oljčnih svetilk. Zaradi visoke vsebnosti nenasičenih maščobnih kislin 
(MK) je hidrogenacija rička težja in dražja od oljne repice, kar je glavni povzročitelj 
upada pridelave rička. Danes riček po tradicionalni metodi  pridelujemo v Sloveniji na 
Koroškem (Crowley in Fröhlich, 1998; Dharavath in sod., 2016; Sampath, 2009; Terpinc 
in Abramovič, 2016; Zubr, 1997). 
2.1.2 Gojenje 
Rastlina je nezahtevna za gojenje in uspeva pri različnih klimatskih in talnih pogojih. 
Največkrat se opraši sama in ne potrebuje veliko nege. Najbolje uspeva v zmernem 
podnebju, a dobro prenaša tudi sušo in nizke temperature, saj kali tudi pri temperaturah 
med 2-8 °C. Kali hitro – kalčki so vidni v 5-7 dneh. Mlade rastline so odporne na pozebo. 
Glede tal je nezahtevna, raste tudi na slabo rodnih in bazičnih tleh, ne pa v zemlji z veliko 
gline in organskimi snovmi. Kemijska zaščita ni potrebna, saj običajni škodljivci ne 
naredijo ekonomsko pomembne škode. Potrebuje le malo gnojenja z dušikom. Ločimo 
ozimne in jare sorte, slednje so primernejše za komercialno pridelavo semen. Zaradi 
nezahtevnosti je pridelava okolju prijazna in se lahko prideluje tudi ekološko (Crowley 
in Fröhlich, 1998; Matthäus in Zubr, 2000; Rahman in sod., 2018; Terpinc in sod., 2016; 
Zubr, 1997). Pridelek ričkovega olja je do 907 litrov na hektar, kar je več kot pri sončnici 
in soji (Terpinc in sod., 2016).  
Semena se uporabljajo za pridobivanje olja in oljne pogače za živilsko in neživilsko 
industrijo (Sampath, 2009; Zubr, 1997). Velikopotezno se goji za biogorivo v Severni 
Ameriki, Evropi, Kitajski in Avstraliji (Dharavath in sod., 2016). Tudi na območju 
Slovenije bi se lahko iz semen, pogače in olja te rastline pridobivale fenolne spojine za 
uporabo v živilski industriji, za razvoj novih in izboljšanje varnosti in kakovosti že 
obstoječih izdelkov. Posebno pozornosti bi veljalo nameniti preostanku po stiskanju olja 
– pogači, ki je poceni naraven vir AO (Terpinc in sod., 2016).  
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2.1.3 Seme 
Seme je rumeno do rumeno-rjave barve (Matthäus in Zubr, 2000). Po velikosti je majhno 
- tisoč semen tehta le 1 g. Masa semena je odvisna od vrste in pogojev rasti (Dharavath 
in sod., 2016). Ob žetvi vsebujejo manj kot 11 % vode, katere vsebnost se pred 
skladiščenjem zmanjša pod 8 % (Zubr, 1997). Poleg vode vsebuje 30-48 % olja, 25-45 % 
beljakovin, 10-30 % vlaknin, vitamine in minerale. Kakovost semen je odvisna od sorte 
in od rastnih razmer, vključujoč lokacijo (Herchi in sod., 2015; Terpinc, 2016; Sampath, 
2009). Skupnih fenolnih spojin (SFS) v semenu je 1536 mg klorogenske kisline 
(KK)/100 g (Terpinc in sod., 2012b). Vsebuje tudi veliko (13,2-36,2 μmol/g suhe snovi 
(SS)) glukozinolatov - organske snovi, ki vsebujejo žveplo in dušik (Sampath, 2009).  
2.1.4 Olje 
Nerafinirano olje ima zlato rumeno bravo in značilen rahlo oreščkast vonj (Sampath, 
2009; Zubr, 1997). Uporablja se kot domače zdravilo v humani prehrani, v kozmetiki 
zaradi dermatološkega efekta in kot biogorivo (Sampath, 2009). Zimske sorte vsebujejo 
več olja (Zubr, 1997). 
2.1.4.1 Sestava in uporaba 
Olje navadnega rička vsebuje 10-15 % nasičenih MK, 33-35 % enkrat nenasičenih MK, 
45-55 % večkrat nenasičenih MK in manj kot 10 % prostih MK. 30-40 % od vseh MK 
predstavlja α-linolenska kislina (ω-3) in 15-25 % linolna kislina (ω-6). Prisotni sta tudi 
gondojska in palmitinska kislina. Med minornimi sestavinami pa tokoferoli, steroli, 
terpeni in hlapne snovi (Crowley in Fröhlich, 1998; Dharavath in sod., 2016; Sampath, 
2009; Terpinc, 2016). Olje vsebuje tudi fenolne spojine (Dharavath in sod., 2016; Terpinc 
in sod., 2012b).  
Zaradi odlične prehranske vrednosti in visoke vsebnosti večkrat nenasičenih MK, tudi 
esencialnih in ω-3 MK, se v zadnjih letih povečuje interes zanj v Severni Evropi in 
Severni Ameriki (Terpinc in sod., 2016). α-linolenska kislina je prekurzor za druge 
esencialne MK in se ob zaužitju s pomočjo encimov pretvori v dolgoverižne večkrat 
nenasičene MK kot sta eikozapentaenojska kislina in dokozaheksaenojska kislina. V 
nasprotju z drugimi olji za kuhanje ima ričkovo olje visoko vsebnost ω-3 MK in 
posledično ugodno razmerje med ω-3 in ω-6 MK. Slednje v velikih količinah povzročajo 
vnetje. Ustrezno razmerje med  ω-6 in ω-3 MK je 4:1 (Sampath, 2009). Ω-3 MK lahko 
izboljšajo splošno zdravje populacije, predvsem v industrializiranih deželah, kjer je v 
človeški prehrani razmerje med ω-6 in ω-3 MK neustrezno (Zubr, 1997). Ričkovo olje 
ima antioksidativne lastnosti, zmanjšuje holesterol in povečuje občutljivost na inzulin 
(Dharavath in sod., 2016). 
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2.1.5 Pogača 
Po razmastitvi oziroma stiskanju ostane stranski proizvod – pogača z energijsko 
vrednostjo 4688-4822 kcal/kg, odlično aminokislinsko sestavo in visoko vsebnostjo 
vlaknin, mineralov in vitaminov. Vsebnost suhe snovi (SS) je 943,5 g/kg. Od tega je 32-
7 % proteinov, 5-15 % preostanka olja, 10-15 % netopnih vlaknin, 10 % ogljikovih 
hidratov, 3-7 % mineralov, 0,2 % nukleinskih kislin, nekaj vitaminov in 14 % 
fitokemikalij. Večino slednjih predstavljajo fenoli, predvsem sinapinska kislina in njeni 
derivati. V 1 g pogače se nahaja 1,7 - 4,2 mg sinapina (Rahman in sod., 2018; Sampath, 
2009; Dharavath in sod., 2016).  
Pogača se uporablja v živalski krmi, predvsem za vodne živali, zaradi visoke vsebnosti 
večkrat nenasičenih MK in beljakovin. Namen uporabe je povečati vsebnost ω-3 MK v 
jajcih, mesu, mleku in ribjem olju (Sampath, 2009; Dharavath in sod., 2016). Uporablja 
se tudi kot vir za proizvodnjo industrijskih encimov, antibiotikov, biopesticidov, 
vitaminov in drugih biokemikalij (Ramachandran in sod., 2007, cit po Terpinc in sod., 
2012b) in pri peki kruha. Pripisujejo ji antikarcinogeno delovanje (Sampath, 2009). Je 
odličen vir za potencialno uporabo v nutricevtiki in kot sestavina v funkcionalnih živilih. 
Vsebuje tudi nekatere antinutriente, ki negativno vplivajo na živali, če jih zaužijejo. To 
so aromatske in glikozidne substance: inozitol fosfat, fitinska kislina, kondenzirani tanini. 
Antinutrienti reagirajo z beljakovinami, aminokislinami in prebavnimi encimi, s čimer 
zmanjšajo prebavljivost krme. Tvorijo tudi komplekse z minerali (Matthäus in Zubr, 
2000; Zubr, 1997). Vsebnost antinutrientov zmanjšamo s postopki kot so kaljenje, 
namakanje, praženje, fermentacija in odstranjevanje luske (Abioye in sod., 2018). 
Živilska industrija ponuja številne odpadke in stranske proizvode, ki povzročajo 
obremenitev okolja z resno grožnjo mikrobiološke varnosti v okolju, v kolikor za njih ni 
poskrbljeno. Eden od konceptov reševanja problema z odpadki je zaprta tehnologija – 
proces brez nastajanja odpadkov in kontaminacije okolja. Odpadke živilske industrije je 
potrebno obravnavati kot surovino za proizvodnjo novih proizvodov – sekundarno 
surovino. Primer je pridobivanje fenolov iz pogače, ki nastane po stiskanju oljk, za 
surovino pri proizvodnji zdravil in kozmetičnih preparatov (Paš in Raspor, 2008). 
2.3. TOPLOTNA OBDELAVA SEMEN 
2.3.1 Prekinitev dormance 
Razvoj semena se deli na 2 glavni fazi: razvoj kalčka in dozorevanje semena. Rastlina 
mora biti prilagojena okolju in začeti rasti v začetku sezone, zato so semena večine rastlin 
sposobna določiti primeren čas kaljenja. Dormanca prepreči kaljenje pred žetvijo ali 
prezgodnje kaljenje med kratkimi obdobji primernih pogojev za kaljenje v drugače 
neprimernem letnem času (Bentsink in Koornneef, 2008; Née in sod., 2017). 
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Pomembno je razmerje med hormoni odgovornimi za dormanco - ABA (abscizinska 
kislina) in hormoni odgovornimi za kaljenje. Vpliva tudi etilen, ki onemogoči delovanje 
ABA (Née, 2017). Da se kaljenje začne, morajo hormoni, ki promovirajo kaljenje 
(giberelini in citokinini), reagirati z inhibitorji (Silva, 1998). Na kaljenje vpliva čas odkar 
se je seme ločilo od materinske rastline, pa tudi sprememba temperature, svetlobe in 
vsebnosti vlage v prsti (Née, 2017). Pomembna je tudi narava luske semena, saj voskasta 
plast na luski prepreči vstop vode, ki bi prekinila dormanco (Makasana in sod., 2016). 
Vpliva tudi rastlinski genom (Bentsink in Koornneef, 2008). 
Neenotena in/ali počasna rast podraži proizvodnjo, zato se dormanco želi prekiniti. 
Obstaja več načinov: fizični (mehanska poškodba lupine, vlažno hlajenje, mehčanje 
luske, stimulacija kalčka, svetloba, hladna obdelava, kratkotrajna izpostavljenost 
namočenih semen nizkim temperaturam ali dimu oziroma v njemu prisotnim snovem) in 
kemijski (giberelini, kalijev nitrat). S slednjimi se odstrani vodoodpornost semen in 
zmanjša količina inhibitorjev (Bentsink in Koornneef, 2008; Makasana in sod., 2016; Née 
in sod., 2017).  
2.3.2 Uničenje mikroorganizmov 
Semena žitaric so pogosto obdelana s kemijskimi pesticidi, kar onesnažuje okolje, 
preostanek teh kemikalij v hrani pa vpliva na zdravje ljudi in razvoj odpornosti patogenih 
organizmov na kemikalije. Alternativa je spiranje spor iz semen in uporaba bakterijskih 
antagonistov. Obdelava s suhim toplim zrakom ni tako učinkovita, vroča voda pa zmanjša 
kaljenje in poveča stroške s sušenjem pred skladiščenjem. Rešitev je obdelava s primerno 
vlažnim zrakom,  kjer naknadno sušenje ni potrebno (Forsberg, 2004). 
2.4 KALJENJE 
2.4.1 Semena 
Semena so sestavljena iz kalčka, endosperma in luske. Endosperm je vir hranil med 
kalitvijo (Herchi in sod., 2015). Semena vsebujejo fitokemikalije, ki delujejo 
antioksidativno, antidiabetično in antikarcinogeno (Gan in sod., 2017). 
2.4.2 Spremembe med kaljenjem 
Kaljenje je hiter, preprost, učinkovit in ekonomičen način povečevanja vsebnosti 
bioaktivnih snovi v semenu in s tem povezanega povečanja prehranske in zdravstvene 
vrednosti užitnih semen. Izvaja se lahko čez celo leto. Med kaljenjem se zaradi dihanja 
in povečane metabolne aktivnosti odvija množica biokemijskih procesov. Ti procesi 
vodijo v biokemijske, prehranske (povečanja dostopnost hranil) in senzorične spremembe 
(sprememba teksture). Hidrolitični encimi se aktivirajo in razgrajujejo makromolekule 
rezervnih snovi (škrob, neškrobni polisaharidi, beljakovine) za dihanje, sintezo novih 
celičnih struktur in rast kalčka. V semenu se spremeni struktura polisaharidov celične 
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stene, v kalčku pa se sintetizirajo celična stena in vlaknine (Domínguez in sod., 2018). 
Zaradi porabe makronutrientov (ogljikovi hidrati, beljakovine, MK) se poveča vsebnost 
enostavnih sladkorjev, prostih aminokislin, organskih kislin in topnih vlaknin (Gan in 
sod., 2017; Tarzi in sod., 2012). Kaljenje zmanjša količino inhibitorjev encimov proteaz, 
kar poveča prebavljivost semen (Gan in sod., 2017). Vsebnost aminokislin se poveča 
zaradi razgradnje rezervnih beljakovin z encimi. Nekateri navajajo, da se biodostopnost 
aminokislin zmanjša zaradi antinutrientov kot je fitinska kislina (Kaur in sod., 2018), 
drugi trdijo, da kaljena semena vsebujejo manj antinutritivnih snovi (Tarzi in sod., 2012). 
Glutamat se  pretvori v γ-aminomasleno kislino (GABA), ki deluje kot živčni prenašalec 
v možganih, zniža hipertenzijo in prepreči rast rakavih celic (Kaur in sod., 2018).  
Zaradi sinteze in pretvorbe nekaterih snovi se kopičijo bioaktivne snovi (vitamini C in E, 
GABA in polifenoli). Spremeni se sestava primarnih in sekundarnih metabolitov (Herchi 
in sod., 2015; Kawee-ai in sod., 2018; Uchegbu in sod., 2015; Xue in sod., 2016). Mnogi 
sekundarni metaboliti so AO, zato kaljenje spremeni AOP semen (Gan in sod., 2017; 
Kaur in sod., 2018). Kaljena semena se uporabljajo z namenom preprečiti kronične 
bolezni – med drugim se kali semena mungo fižola, soje, leče, sončnice, redkve, brokolija, 
graha in zelja (Gan in sod., 2017).  
2.4.3 Potek kaljenja 
Kaljenje se začne, ko suha semena vpijejo zadostno količino vode (López-Martínez in 
sod., 2017). Pred kaljenjem se semena lahko izpostavi sterilizaciji, temu pa sledi 
namakanje in kaljenje (Gan in sod., 2017). 
Sterilizacijo opravimo z namenom preprečiti rast mikroorganizmov. Največkrat 
uporabimo raztopino natrijevega hipoklorida ali pa 70 % etanol. Učinek sterilizacije 
preučuje le malo študij. Sterilizacija vpliva na sama semena in na varnost živila. Za 
sterilizacijo se odločimo na podlagi zdravstvenega stanja semen, pogostosti menjave vode 
med kaljenjem in namena kaljenja (Gan in sod., 2017).  
Namakanje je namenjeno rehidraciji, pri čimer so pomembni parametri temperatura, čas 
in razmerje med maso semen in volumnom vode. Semena običajno namakamo pri sobni 
temperaturi za največ 24 ur in v razmerju masa semen (g) : volumen vode (ml) od 1:1,5 
do 1:20, glede na lastnosti semena, sposobnost absorpcije vode, debelino luske in velikost 
semena. Po namakanju semena postavimo v kalilne komore. Pomembni parametri so 
svetloba, temperatura, vlaga, dodajanje vode in čas. Največkrat kalimo v temi pri 
temperaturi 20-30 °C. Vsak dan dodajamo vodo, da ohranjamo vlago. Vodo zamenjamo 
dvakrat na dan z namenom odstraniti metabolite in mikroorganizmom preprečiti rast. Čas 
kaljenja je odvisen od namena kaljenja (Gan in sod., 2017). Namakanje lahko povzroči 
nižjo vsebnost fenolnih spojin zaradi sproščanja v vodo, formiranja netopnih kompleksov 
z beljakovinami ali polimerizacije nizkomolekularnih fenolnih spojin (Terpinc in sod., 
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2016). Daljše namakanje omogoči hidratacijo večjemu številu celic semena (Abioye in 
sod., 2018). 
2.4.4 Pogoji kaljenja 
Fiziološki proces kaljenja je odvisen od okoljskih dejavnikov, kot so temperatura, voda, 
svetloba, hranila, dim in pH tal. Od teh sta najpomembnejša voda in temperatura, saj 
vplivata na hitrost kaljenja in na delež semen, ki kalijo. Voda je nujna za aktivacijo 
encimov, razgradnjo, prenos in uporabo rezervnega materiala. V fazi mirovanja imajo 
semena nizko vsebnost vode in so metabolno le malo aktivna, saj lahko le tako daljši čas 
preživijo v zemlji in med skladiščenjem. Večina semen ima kritično vsebnost vode za 
kaljenje: pri koruzi znaša 30 %, pri pšenici 40 % in pri soji 50 %. Če bi po začetku kaljenja 
vsebnost vlage v okolju padla pod kritično, bi seme v zemlji zgnilo. Vsaka od faz kaljenja 
je odvisna od temperature. Poznamo minimalno, optimalno in maksimalno temperaturo 
kaljenja. Optimalna je temperatura pri kateri vzkali največji odstotek semen  v najkrajšem 
času - povezana je tudi s temperaturo denaturacije beljakovin. Vpliv temperature se 
razlikuje glede na vrsto, sorto, regijo rasti, kvaliteto semena in čas žetve (Shaban, 2013). 
Semena z visoko vsebnostjo beljakovin imajo večjo kritično vsebnost vode, kot semena 
z visoko vsebnostjo škroba (Kim in Jeon, 2009). Pogoji kaljenja vplivajo na vsebnost 
sekundarnih metabolitov (López-Martínez in sod., 2017).  
2.5 ANTIOKSIDANTI  
Antioksidanti so snovi, ki v nizkih koncentracijah glede na snov, ki bi se drugače 
oksidirala, upočasnijo ali preprečijo oksidacijo te snovi (Carocho in sod., 2018). Z dovolj 
hitrim reagiranjem preprečijo, zakasnijo ali upočasnijo poslabšanje kakovosti hrane ali 
zaščitijo pred oksidativnimi spremembami v telesu (Abramovič, 2011; Tarzi in sod., 
2012). 
Poznamo različne načine delovanja AO (Carocho in sod., 2018): 
- reakcija s prostimi radikali 
- vezava kovinskih ionov 
- zaustavitev delovanja encimov, ki so odgovorni za tvorbo prostih radikalov 
- aktivacija endogenih antioksidativnih encimov 
 
S tem AO omogočijo preprečitev peroksidacije lipidov, poškodovanja DNK ter 
spremembe proteinov in sladkorjev.  
AO se delijo na hidrofilne in lipofilne, polarne in nepolarne, encimske in neencimske, 
primarne in sekundarne (Abramovič, 2011) ter na endogene in eksogene (Carocho in sod., 
2018). 
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2.5.1 Delovanje antioksidantov 
Primarni AO reagirajo z radikali in jih pretvarjajo v termodinamsko stabilnejše zvrsti. V 
to skupino sodijo tudi spojine s hidroksilno skupino, kot so fenolne spojine in njihovi 
derivati. Sekundarni AO upočasnijo ali preprečijo reakcijo iniciacije oziroma nastanek 
radikalov (vežejo kovinske ione v komplekse, lovijo kisik, razgrajujejo hidroperokside v 
neradikalske zvrsti, absorbirajo UV svetlobo, deaktivirajo singletni kisik). Sekundarni 
AO radikalov ne spreminjajo v stabilnejše zvrsti, temveč zmanjšujejo učinek 
prooksidantov in povečajo učinkovitost primarnih AO, zato se imenujejo sinergisti. V to 
skupino sodijo tudi flavonoidi (Abramovič, 2011). 
2.5.2 Prosti radikali 
Radikali so zvrsti (atomi, ioni, molekule), ki imajo vsaj en nesparjen elektron v zunanji 
orbitali. Nastanejo ob homolitski cepitvi kovalentne enojne vezi, kar spodbujajo toplota, 
svetloba in ionizarajoče sevanje (Abramovič, 2011). So reaktivne substance, ki sprejmejo 
elektrone prisotne v stabilnih bioloških molekulah z namenom samostabilizacije 
(Carocho in sod., 2018). Eden izmed najbolj reaktivnih je hidroksilni radikal. Poznamo 
več vrst prostih radikalov, mednje med drugim uvrščamo reaktivne kisikove spojine, 
reaktivne dušikove spojine in reaktivne žveplove spojine. Radikali se tvorijo endogeno 
ali eksogeno. Nekateri imajo v telesu pomembne fiziološke funkcije v imunskem sistemu 
(Carocho in sod., 2018). 
2.5.3 Neravnovesje in oksidativni stres 
Ob normalnih pogojih ravnovesje med nastankom in stabilizacijo radikalov nadzira 
sistem AO. Količina prostih radikalov se poveča ob prisotnosti prooksidativnih snovi ali 
drugih rizičnih dejavnikov (kajenje, prekomerna telesna aktivnost, stres) (Carocho in 
sod., 2018). 
Kadar radikali niso učinkovito odstranjeni, se ravnovesje, ki je nujno za zdrav biološki 
sistem, poruši (Kopjar in sod., 2009; Li in sod., 2009). Radikali v verižni reakciji 
oksidirajo lipide, ogljikove hidrate, beljakovine in DNA, kar vodi v oksidativni stres in s 
tem v mnoge bolezni in okvare (Li in sod., 2009). Lahko se razvijejo avtoimunske in 
nevrodegenerativne bolezni (Alzheimerjeva bolezen, Parkinsova bolezen, multipla 
skleroza), diabetes, neplodnost, rak, bolezni srca in ožilja … (Carocho in sod., 2018).  
Verižno reakcijo oksidacije sestavljajo tri stopnje: iniciacija (nastanek radikalov), 
propagacija (reakcija radikalov z molekulam) in terminacija (tvorba neradikalskih 
produktov) (Carocho in sod., 2018). 
Telo proizvaja endogene (encimi), vendar potrebuje tudi vnos eksogenih AO iz sadja, 
zelenjave in mesa (fenolne kisline, flavonoidi, vitamini, karotenoidi, minerali, organske 
žveplove spojine). Njihova biološka dostopnost je lahko omejena (Carocho in sod., 2018). 
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V organizmu se absorbirajo in ga ščitijo pred oksidacijo. Pozitivne učinke imajo lahko 
tudi, če se ne absorbirajo, kot npr. flavonoidi v debelem črevesju, ki prav tam vplivajo na 
dejavnike razvoja raka.  
2.5.4 Antioksidativni potencial 
Koncept AOP izvira iz kemije in je bil kasneje privzet v biologiji, medicini, epidemilogiji 
in nutricionistiki. Opisuje sposobnost redoks molekul v hrani in bioloških sistemih 
deaktivirat proste radikale. V obzir vzame vse aditivne in sinergične učinke vseh AO, ne 
pa učinka posamezne snovi. Uporablja se za oceno potencialnih zdravstvenih koristi 
uporabe AO proti boleznim, ki so povezane z oksidativnim stresom (Floegel in sod., 
2011). 
Na učinkovitost AO vpliva prisotnost drugih AO in snov, na katero učinkujejo. 
Pomembne so lastnosti AO: struktura (substitucija na aromatskem obroču), število 
intramolekulskih vodikovih vezi, redoks potencial, interakcije s topilom, topnost, 
porazdelitev med lipidno in vodno fazo, hlapnost, toplotna stabilnost, koncentracija in 
drugo. V določenem koncentracijskem območju povišanje koncentracije AO soupada s 
povečano učinkovitostjo, pri visokih koncentracijah pa se lahko izrazi prooksidativni 
učinek.  
2.5.5 Naravni in rastlinski antioksidanti 
V zadnjih letih se je povečalo zanimanje za naravne AO pridobljene iz rastlin, še posebej 
za polifenole, zaradi njihovih terapevtskih in zdravju koristnih lastnosti. Tudi 
antimikrobna aktivnost olivnega olja se povezuje z vsebnostjo fenolnih spojin 
(Leouifoudi in sod., 2015). Uživanje hrane bogate z AO je povezano z nižjim tveganjem 
razvoja degenerativnih bolezni, predvsem kardiovaskularnih bolezni in raka. AO 
pridobljeni iz rastlin bi se lahko uporabljali v prehrani, kozmetiki (Do in sod., 2014) in 
farmaciji, namesto sintetičnih AO, katerih uporaba se omejuje zaradi toksičnosti in 
tveganja za zdravje (Kopjar in sod., 2009).  
2.5.6 Antioksidanti v hrani 
Oksidacija se odvija v vseh bioloških sistemih, tudi v hrani (Carocho in sod., 2018). V 
živilih kot kompleksnih sistemih je veliko na oksidacijo dovzetnih spojin. Oksidirajo se 
vitamini, predvsem askorbinska kislina v dehidroaskorbinsko kislino in tokoferol v 
tokoferoksilni radikal. Še pogostejša je oksidacija lipidov, predvsem nenasičenih MK, 
holesterola in fosfolipidov. Posledica je aroma po žarkem, zmanjšana prehranska 
vrednost in tvorba toksičnih snovi (Carocho in sod., 2018). Oksidacija vpliva tudi na 
strukturo. Ustrezen tehnološki postopek, ki vključuje uporabo AO, prepreči oksidacijo. 
Med živili živalskega izvora se zaradi visoke vsebnosti nenasičenih MK najhitreje 
oksidirajo ribje maščobe. Med živili rastlinskega izvora pa oreški in rastlinska olja 
(Carocho in sod., 2018). 
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Surovine, ki jih predelujemo v živilske izdelke imajo naravno prisotne AO. Mnogi se med 
predelavo uničijo, zato jih je potrebno dodajati,  kar je eden izmed najpogostejših načinov 
podaljševanja roka trajanja v živilski industriji (Carocho in sod., 2018). Doda se jih z 
namenom, da zaščitijo sestavine živil pred oksidativnimi spremembami med pripravo, 
predelavo in skladiščenjem. AO ne morejo popraviti posledic oksidacije, lahko pa jo 
upočasnijo. 
V različnih biološki sistemih se AO razlikujejo po kemijskih in fizikalnih lastnostih. AO 
se morajo vključiti v matriks živila in biti netoksični. Morajo biti tudi stabilni pri toplotni 
obdelavi in učinkoviti. Ne smejo vplivati na aromo, barvo ali teksturo. Pred dodatkom v 
živilo je potrebno poznati mehanizem njihovega delovanja. AO ščitijo hrano z namenom 
ohranitve organoleptičnih in teksturnih lastnosti ter zagotavljajo mikrobiološko varnost. 
Med sintetičnimi AO se največ  uporablja butiliran hidroksitoluen (BHT) in butiliran 
hidroksianizol (BHA) (Carocho in sod., 2018). Uporaba sintetičnih AO je omejena, kupci 
pa si želijo AO naravnega izvora, saj se predvideva, da so sintetični kancerogeni za ljudi 
(Uchegbu in sod., 2015). Naravni AO, ki se dodajajo v živila, so polifenoli, tokoferoli in 
karotenoidi (Carocho in sod., 2018). 
2.7 FENOLNE SPOJINE 
Fenolne spojine so v rastlinah razširjeni sekundarni metaboliti. So ena izmed največjih in 
najbolj raznolikih skupin aktivnih snovi v rastlinah in so ne-encimski AO (Kubalt, 2016). 
Prisotne so v celični membrani, kjer delujejo zunaj in znotraj celice (Xue in sod., 2016). 
V celici se nahajajo v vakuoli ali so vezane na strukturne elemente celične stene. Tvorijo 
jih tudi mikroorganizmi.  
2.7.1 Vloga v rastlinah 
Vloga fenolnih spojin v rastlinah ni povsem raziskana, znano pa je, da pomembno 
vplivajo na preživetje rastlin (Rahman in sod., 2018). Regulirajo kaljenje in rast rastline 
ter pri stresnih pogojih sodelujejo pri njeni obrambi (Kubalt, 2016). V epidermalnem 
tkivu cvetov in sadežev delujejo kot vizualni markerji in sodelujejo pri razmnoževanju. 
Ščitijo globje plasti tkiva pred UV, saj nekateri absorbirajo UV svetlobo (Kubalt, 2016). 
2.7.2 Rastlinski obrambni sistem 
Rastline so kot vsi živi organizmi izpostavljene patogenim mikroorganizmom (infekcije) 
in okoljskim stresnim dejavnikom (visoke in nizke temperature, pretirana izpostavljenost 
soncu in UV svetlobi, suša, pomanjkanje mineralov, slanost tal, prisotnost težkih kovin, 
herbicidi). Posledica izpostavljenosti so biokemijske spremembe v celicah. Ena prvih 
obrambnih reakcij pred patogenimi mikroorganizmi je povečanje koncentracije 
reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS). Prosti radikali so stranki produkti biokemijskih reakcij 
v mitohondrijih in kloroplastih, v nizkih koncentracijah so naravno prisotni in potrebni 
pri regulaciji metabolizma ter sodelujejo s specifičnimi geni, ki so povezani z obrambo. 
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Kot obrambna reakcija pred stresnimi dejavniki se poveča proizvodnja in s tem 
koncentracija ROS, kar se imenuje oksidativni izbruh. V citoplazmi prehodne kovine 
katalizirajo nastanek enega bolj reaktivnih radikalov - hidroksilnega radikala. ROS se 
sprostijo zunaj celice, kjer s svojo toksičnostjo vplivajo na patogene organizme in 
znižanje infekcije. Sprožijo verižno reakcijo prostih radikalov, kar vodi v oksidacijo 
beljakovin, lipidov in nukleinskih kislin. Pretvorba glavnih celičnih komponent vodi v 
slabše delovanje in v smrt. Oksidacija celične membrane pomeni oksidacijo večkrat 
nenasičenih MK v fosfolipidih celične membrane. Ko radikali reagirajo z beljakovinami, 
se modificirajo aminokisline in nastanejo proteinski radikali, kar vodi v izgubo funkcije. 
Na ROS so najbolj odporne nukleinske kisline, zato DNA in RNA poškoduje le 
hidroksilni radikal (Kubalt, 2016). 
Z namenom zaščititi svoje tkivo, so rastline razvile lasten antioksidativni sistem z encimi, 
ki katalizirajo razkroj ROS, in neencimskimi AO, kot so askorbinska kislina, tokoferoli, 
tokotrienoli, karotenoidi, fenolne spojine in glutation (GSH) (Kubalt, 2016). 
Na vsebnost fenolov vpliva genotip (sorta), lokacija rasti, zemlja, podnebni pogoji, zrelost 
in skladiščenje po žetvi (Carciochi in sod., 2014; Rahman in sod., 2018). Genotip vpliva 
na prisotnost in razmerje med različnimi fenolnimi spojinami, na število prostih 
hidroksilnih skupin in na kompleksnost reakcijske kinetike (Terpinc in sod., 2012a).  
2.7.3 Delitev fenolnih spojin 
Fenolne spojine so  številčna in raznolika skupina (Kubalt, 2016). Zgrajene so iz najmanj 
enega aromatskega obroča, na katerega so vezane ena ali več hidroksilnih skupin (-OH) 
in druge substituente, kot so metoksilne in karboksilne skupine. Zaradi teh skupin so 
fenolne spojine polarne in so bolj ali manj topne v vodi (Do in sod., 2014). Večinoma so 
sintetizirane iz aminokisline fenilalanina, ki se pretvori v cimetno kislino. Slednja je 
začetna molekula za sintezo drugih fenolnih spojin (Kubalt, 2016). Fenolne spojine lahko 
razdelimo na več načinov: fenolne kisline (hidroksibenzojske in hidroksicimetne kisline), 
flavonoidi ter hidrolizabilni in kondenzirani tanini (Do in sod., 2014) ali pa na preproste 
fenole (fenolne kisline) in kompleksnejše derivate, ki imajo povečini več medsebojno 
povezanih aromatskih obročev (Kubalt, 2016). Fenolne kisline imajo na aromatski obroč 
vezano karboksilno skupino.  
Na sliki 1 sta prikazana primer hidroksibenzojske (galna kislina) in hidroksicimetne 
(sinapična kislina) kisline. 
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Slika 1: Primer hidroksibenzojske (galna kislina) A) in hidroksicimetne (sinapična kislina) B) kisline (Fei 
in sod., 2017; Raish in sod., 2019) 
2.7.3.1 Flavonoidi  
Flavonoidi so ena največjih skupin sekundarnih metabolitov. Prisotni so v skoraj vseh 
rastlinah. Veliko jih je v semenih, sadju, zelenjavi, oreščkih, začimbah, steblih in rožah 
(Kubalt, 2016). Poznamo več kot 9000 flavonoidov. Imajo nizko molekulsko maso in se 
pogosto nahajajo v glikozilirani ali esterificirani obliki. Molekulo flavonoida sestavljajo 
3 obroči. Obroča A in B povezuje obroč C, ki ima 3 ogljikove atome, kar daje strukturo 
C6–C3–C6; skupaj 15 ogljikovih atomov (slika 2) (Wang in sod., 2017).  Razlikujejo se 
po številu in vrsti substituent, kar določa tudi njihove lastnosti (Kubalt, 2016). Glede na 
substituente se delijo na širok krog derivatov: flavoni, flavonoli, antocianidini, flavanoli, 
flavanoni, flavanonoli, avroni, izoflavoni, izoflavononi, biflavoni, ksantoni, kalkoni in 
dihidrokalkoni. Za njih je značilna slaba biološka dostopnost. Največ flavonoidov sodi 
med flavone in flavonole. Nekateri flavonoidi nimajo C6–C3–C6 skeleta (Wang in sod., 
2017).  
 
Slika 2: Osnovna struktura flavonoidov (Wang in sod., 2018)  
2.7.4 Delovanje 
Fenolne spojine imajo antioksidativne lastnosti zaradi svoje strukture in prisotnih 
hidroksilnih skupin. Kakor se fenolne spojine razlikujejo po strukturi, tako se tudi po 
antioksidativnih lastnostih (Kubalt, 2016). Sposobne so loviti proste radikale tako, da 
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donirajo vodikove atome ali elektrone. Nekateri fenoli vežejo kovinske ione v stabilne 
komplekse (Kopjar in sod., 2009). 
Na splošno imajo flavonoidi boljši AOP kot fenolne kisline (Carciochi in sod., 2014) in 
doprinesejo več k stabilizaciji membrane z vezavo membranskih proteinov in 
fosfolipidov, s čimer zmanjšajo fluidnost in s tem difuzijo prostih radikalov in 
peroksidacijo (Kubalt, 2016). Sposobnost flavonoidov oddati vodikov atom oz. elektron 
se poveča z večjim številom in ustrezno razporeditvijo -OH skupin na B obroču in 
številom -OH skupin na A in C obroču. Med najbolj učinkovitimi so kvercetin (K), rutin 
(R) in luteolin. Karboksilna skupina v molekuli fenolne kisline poveča možnost oddaje 
elektronov.  
2.7.5 Vpliv na človeka 
Večina fenolnih spojin je biološko aktivnih in ima ob zaužitju pozitiven vpliv na človeka 
(Carocho in sod., 2018). V človeškem telesu preprečujejo oksidativno poškodbo biološko 
pomembnih molekul in s tem staranje in bolezni (srčno-žilne bolezni, rak črevesja, 
ateroskleroza, diabetis, astma, hepatitis in oslabljena imunska odpornost) (Kopjar in sod., 
2009). Delujejo tudi protivnetno in protimikrobno. Mnoga rastlinska živila so bogata s 
fenolnimi spojinami. Redno uživanje živil bogatih s fenolnimi spojinami, kot so recimo 
žitarice, stročnice, oljnice in njihovi proizvodi, ima preventiven učinek na razvoj bolezni 
(Carocho in sod., 2018).  
2.7.6 Uporaba v živilih 
Fenolne spojine so naravno prisotne v rastlini ali nastajajo med procesiranjem. Živilske 
izdelke je možno obogatiti z dodatkom ekstraktov bogatih s fenoli (Kopjar in sod., 2009). 
Imajo vlogo naravnih AO v preprečevanju oksidacije hrane in oksidativnega stresa in 
različnih okvar v telesu (Rahman in sod., 2018). Uporabljajo se za zaščito maščob in olj 
pred oksidacijo (Matthäus, 2002), kot sestavina funkcionalnih živil, kot prehranska 
dopolnila in kot zdravila v obliki kapsul (Tarzi in sod., 2012). Vendar AO lahko tudi 
zmanjšujejo prehransko vrednost izdelka, saj tvorijo komplekse z ioni železa, 
aminokislinami, encimi in drugimi proteini, ogljikovimi hidrati in vitamini ter s tem 
povzročijo manjšo biološko dostopnost drugih molekul. 
2.7.7 Proste in vezane fenolne spojine v celici  
V naravi se fenolne kisline in flavonoidi v manjši meri nahajajo v prosti obliki, večinoma 
pa so povezani s sladkorji v glikozide. Fenolne kisline se povezujejo v estre s 
hidroksikarboksilnimi kislinami in monosaharidi. Povezujejo se tudi z alkoholi, amini in 
flavonoidi. V rastlinah se večina topnih fenolov sintetizira v intracelularnem 
endoplazmatskem retikulumu in hrani v vakuolah. Vezani fenoli pa se z esterskimi in 
glikozidnimi vezmi povežejo z makromolekulami, ki tvorijo celično steno (celuloza, 
hemiceluloza, lignin, pektin in strukturni proteini). Polnozrnata semena vsebujejo več 
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vezanih kot prostih fenolov; večina je netopnih in kovalentno vezanih na strukture celične 
stene (Domínguez in sod., 2018; Gan in sod., 2017). V primerjavi s sadjem in zelenjavo 
imajo užitna semena večji odstotek vezanih fenolov. V oljnicah se fenolne spojine 
nahajajo predvsem v prosti in esterificirani, deloma pa tudi  v netopno vezani obliki. V 
različnih delih semena so različno porazdeljene, največ pa se jih nahaja v zunanjih plasteh 
(Gan in sod., 2017; Rahman in sod., 2018). Praženje semen sprosti fenolne kisline iz 
konjugiranih estrov oz. netopne oblike v celični steni (Terpinc in sod., 2012b).  
Proste fenolne kisline pomagajo uravnavati količino glukoze in lipidov v plazmi z 
regulacijo absorpcije glukoze in sintezo glikogena pri diabetisu in prekomerni teži. 
Vezani fenoli se sprostijo in absorbirajo v gastrointestinalnem traku, kjer nanje delujejo 
encimi in mikroorganizmi (Domínguez in sod., 2018). 
2.7.8 Kaljenje in fenoli 
S prekinitvijo dormance se s sintezo fenolnih spojin in drugih spojin tvori obrambni 
mehanizem (López-Martínez in sod., 2017). Sprememba kvantitete in kvalitete fenolnih 
spojin v kaljenih semenih je odvisna od ekspresije genov. Ekspresija genov povezanih s 
sintezo sekundarnih metabolitov je odvisna od svetlobe, klimatski pogojev in biotskega 
stresa (Domínguez in sod., 2018). Med kaljenjem se aktivirajo endogeni encimi, ki so 
povezani z vsebnostjo fenolov (Gharachorloo in sod., 2013). Povečanje topnih fenolov je 
posledica sinteze na novo ali pretvorbe (sprostitev vezanih fenolnih spojin zaradi 
delovanja glikozidaz ali hidroliz) (López-Martínez in sod., 2017; Terpinc in sod., 2016). 
Povečanje fenolnih spojin spremeni AOP in s tem funkcionalne lastnosti semen.  
2.8 METODE DOLOČANJA ANTIOKSIDATIVNEGA POTENCIALA 
Antioksidativni potencial je ena najbolj raziskovanih lastnosti fenolnih spojin (Rahman 
in sod., 2018). Določamo ga  na več načinov. Metode razvrstimo na teste, ki spremljajo 
učinek AO na napredovanje oksidacije v lipidnem sistemu in na teste, kjer v modelnem 
sistemu merimo, kako AO učinkuje na izbrano tarčo (radikal, kovinski ion …). 
Uporabimo tiste reaktivne zvrsti oz. spojine, ki jih pričakujemo v okolju, v katerem naj 
bi preiskovani AO uporabili. Ker AO reagirajo različno z različnimi zvrstmi radikalov 
(Abramovič, 2011) in po različnih mehanizmih, se izmerjeni AOP razlikuje glede na 
uporabljeno metodo. Praksa je, da se uporabi več različnih metod, ki temeljijo na različnih 
mehanizmih delovanja (Carciochi in sod., 2014; Floegel in sod., 2011). Na AOP poleg 
reaktanta vpliva tudi medij, zato je povezava med rezultati različnih testov dostikrat šibka.  
2.8.1 Modelni testi določitve antioksidativnega potenciala 
V zadnjih letih se uporablja več spektrofotometričnih metod, ki sodijo med modelne teste. 
Princip je generiranje redoks spojin oz. radikalov ter spektrofotometrična ocena 
sposobnosti biološkega vzorca reducirati spojine oz. poloviti radikale. AOP se 
kvantificira z uporabo ustreznega standarda (Floegel in sod., 2011). 
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2.8.1.1 Določitev sposobnosti redukcije s Folin Ciocalteu metodo 
Skupne fenolne spojine (SFS) običajno določamo z uporabo Folin-Ciocalteu (FC) 
reagenta (Galili in Hovav, 2014). 
Analiza poteka v alkalnih pogojih (dodatek natrijevega karbonata), zato da se -OH 
skupine v molekuli fenolne spojine deprotonirajo in nastanejo fenolatni ioni. Ti ioni 
donirajo elektron in reducirajo molibden v fosfomolibden/fosfovolfram kompleksu FC 
reagenta. Reducirana oblika kompleksa, ki modro obarva reakcijsko zmes, absorbira 
svetlobo pri valovni dolžini 765 nm. Vsebnost kompleksa pri različnih koncentracijah 
določimo spektrofotometrično. Večja absorbanca pokaže boljšo redukcijsko sposobnost 
oz. večjo vsebnost SFS. Umeritveno krivuljo pripravimo s fenolno spojino, ki je v 
preiskovanem vzorcu med bolj zastopanimi.  
2.8.1.2 Določitev sposobnost lovljenja radikalov  
a) Sposobnost lovljenja radikala DPPH•  (DPPH• metoda) 
Ta metoda je ena izmed najstarejših metod določanja sposobnosti lovljenja radikalov. 
Temelji na reakciji med stabilnim organskim radikalom 1,1-difenil-2-pikrilhidrazilom 
(DPPH•) in AO. Antioksidant odda vodikov atom in DPPH• preide v reducirano obliko 
1,1-difenil-2-pikrilhidrazin (DPPH-H). Radikal DPPH• absorbira svetlobo pri valovni 
dolžini 517 nm. Učinek AO na vsebnost radikala pri različnih koncentracijah AO 
določimo spektrofotometrično. Znižanje absorbance je posledica spremembe barve iz 
vijolične v rumeno, ko radikal preide v stabilno molekulo.  
Z metodo lahko analiziramo veliko število vzorcev in zaznamo snovi v nizkih 
koncentracijah (Do in sod., 2014; Floegel in sod., 2011). Sestava topila in pH imajo velik 
vpliv na reaktivnost AO (Terpinc in sod., 2016). Vpliva tudi koncentracija radikala, 
molekulska struktura AO in kinetično obnašanje (Terpinc in sod., 2012b).  
Rezultat lahko izrazimo na več načinov. Večji delež ulovljenega radikala pomeni, da je 
AO bolj učinkovit. Obseg znižanja vsebnosti radikala je večji na začetku inkubacije, po 
določenem času se vsebnost radikala ne spreminja več, saj se je vzpostavilo ravnotežje. 
Takrat najzanesljiveje določimo sposobnost AO za lovljenje radikala. Čas za dosego 
ravnotežja je odvisen od koncentracije AO, sposobnosti za lovljenje in reakcijskih 
pogojev (polarnost topila, pH, temperatura). Z večanjem koncentracije delež preostalega 
radikala postopoma pada. V določenem koncentracijskem območju je odvisnost linearna, 
dokler se s povečanjem koncentracije delež preostalega radikala ne zmanjšuje več. 
Sposobnost lovljenja verodostojneje opišemo, če jo primerjamo s sposobnostjo spojine, 
ki je dobro kemijsko poznana in se uporablja kot AO. Rezultat lahko izrazimo tudi kot 
potrebno koncentracijo antioksidantov, da se začetna količina DPPH• zmanjša za 50 % 
(ECDPPH•50) (Abramovič, 2011). 
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b) Sposobnosti lovljenja superoksidnega anionskega radikala   
V bioloških sistemih je superoksidni anionski radikal (O2•-) med bolj reaktivnimi 
kisikovimi zvrstmi in je odgovoren za iniciacijo oksidativnega procesa v lipidnem 
matriksu. Vzpodbudi odcepitev kovinskih ionov vezanih na beljakovine in vzdržuje ione 
v reaktivnejšem stanju (v reducirani obliki). Pri tej metodi ustvarimo pogoje za nastanek 
O2•-. Radikal reducira molekulo nitrotetrazol modro (NBT), ki absorbira svetlobo pri 
valovni dolžini 560 nm. Z merjenjem absorbance zasledujemo vsebnost reduciranega 
NBT pri različnih koncentracijah AO. Manjša absorbanca pomeni manjšo vsebnost 
reduciranega NBT, ki je posledica zmanjšane koncentracije O2•- oz. večje učinkovitosti 
AO. Obseg zmanjševanja koncentracije O2•- je večji na začetku inkubacije. V 
nadaljevanju se absorbanca ne spreminja več – takrat je najbolje določiti koeficient 
sposobnosti lovljenja O2•- (KSA). Večja vrednost KSA pomeni, da je AO učinkovito 
deaktiviral O2•- (Abramovič, 2011). 
c) Razbarvanje β-karotena  
Živila so po svoji sestavi večfazni in heterogeni sistemi, zato AOP spojin ni odvisen le 
od sposobnosti lovljenja radikalov temveč tudi od porazdelitve AO med vodno in lipidno 
fazo. Zato je smiselno je določiti učinkovitost tudi v modelnem sistemu emulzije 
(Abramovič, 2011). 
V raziskavi smo uporabili tudi metodo določitve učinka AO na napredovanje oksidacije 
v lipidnem sistemu. Test temelji na sposobnosti lovljenja alkilperoksidnega radikala, 
katerega nastanek induciramo v sistemu emulzije linolne kisline v vodi ob prisotnosti β-
karotena in ustreznega emulgatorja. Emulzijo inkubiramo pri zvišani temperaturi, da 
pospešimo oksidacijo (Carciochi in sod., 2014). Z odcepitvijo vodikovega atoma iz ene 
od metilenskih skupin linolne kisline se tvori prosti radikal (alkilperoksidni radikal). Ta 
radikal nato napade visoko nenasičeno molekulo β-karotena. Zaradi spremenjene 
strukture izgubi molekula β-karotena značilno oranžno rdečo barvo. Obseg in hitrost 
razbarvanja se zmanjša od dodatku AO, ki reagira z alkilperoksilnimi in drugimi radikali, 
ki se tvorijo v sistemu (Abramovič, 2011; Carciochi in sod., 2014; Terpinc in sod., 2012a; 
Terpinc in sod., 2012b). 
Vsebnost β-karotena pri različnih koncentracijah merimo spektrofotometrično pri valovni 
dolžini 470 nm. Manjša absorbanca pomeni večji obseg razbarvanja in slabšo 
učinkovitost AO. Obseg razbarvanja narašča tekom časa inkubacije (Abramovič, 2011). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
Semena navadnega rička (Camelina sativa) letnik 2017 so bila pridobljena iz ekološke 
kmetije. 
3.2 APARATURE IN REAGENTI 
3.2.1 Katedra za tehnologije rastlinskih živil in vina 
3.2.1.1 Aparature 
- analitski mlinček (IKA A11 basic) 
- avtomatske pipete (10 mL in 5mL: Brand, 0,5ml in 0,1mL: Gilson) 
- centrifuga za falkonke (Beckman Coulter Avanti JXN-26) 
- centrifuga (Eppendorf 5415 D) 
- kalilna komora (TSLA 014) 
- magnetno mešalo (Tehtnica Rotamix 550 MMH) 
- spektrofotometra (Apha Omega Agilent 8453; za določanje FD in za določanje FF: Cecil 
CE20121) 
- stresalnik (Tehtnica Železniki EU-403) 
- sušilna omara za določanje vsebnosti vode (Termoproc) 
- sušilna omara za sušenje nakaljenih semen (Instrumentaria Zagreb Sterimatic ST-11) 
- tehtnice (Mettler Toledo AB303-S, AB204-S, PB303-S) 
- naprava za vakuumiranje (Kramer Grebe) 
- vodna kopel (Kambic WB-30) 
- vrtinčnik (VWR mini vortex) 
- zvočna kopel (Omnilab 950) 
 
3.2.1.2 Reagenti 
- aluminijev klorid (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- 2,4-dinitrofenol (DNP) (Sigma-Aldrich, Švica)  
- 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH•) (Aldrich, Nemčija) 
- bidestilirana voda (ddH2O) (Millipore Gradient) 
- etanol, 99,5 % (Merck, Nemčija) 
- Folin-Ciocalteu reagent (Merck, Nemčija) 
- heksan (HoneyWell, Francija) 
- kalijev hidroksid (Merck, Nemčija) 
- klogorenska kislina (KK) (Sigma-Aldrich, Indija) 
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- kvercetin (K) (Sigma-Aldrich, Indija) 
- naringenin (N) (Sigma-Aldrich, Združeno kraljestvo) 
- natrijev hidroksid (Merck, Nemčija) 
- natrijev karbonat (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- natrijev nitrit (Riedel-de Haën, Nemčija) 
- metanol (Merck, Nemčija) 
- rutin trihidrat (R) (Sigma-Aldrich, Kitajska)  
- žveplova (VI)  kislina (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 
3.2.2 Katedra za biokemijo in kemijo živil 
3.2.2.1 Aparature 
- avtomatske pipete (Eppendorf) 
- magnetno mešalo (Tehtnica rotamix S-10)  
- nastavek za pipetiranje (Brand Macro) 
- pH meter (Mettler Toledo Seven Easy S20) 
- rotavapor (Buchi Rotavpapor R-210) 
- spektrofotometer (Hewlett Packard 8453) 
- tehtnica (Mettler Toledo AT201) 
- termablok (STAR LAB Dry Bath System) 
- vrtinčnik (VWR VV3) 
 
3.2.2.2 Reagenti 
- linolna kislina (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- Tween 20 – polioksietilen sorbitan monolavrat (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- beta-karoten (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- butilhidroksitoluen (BHT) (Sigma-Aldrich, Rusija) 
- kloroform (Merck, Nemčija) 
- 96 % etanol (Honeywell, Brazilija) 
- kalijev dihidrogen fosfat (Merck, Nemčija) 
- natrijev hidrogen fosfat (Merck, Nemčija) 
- natrijev hidroksid (Kemika, Hrvaška) 
- nitrotetrazol modro (NBT) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
- fenazil metasulfat (PMS) (Sigma-Aldrich, Ukrajina) 
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3.3 PREDPOSKUS  
3.3.1 Kaljenje 
3.3.1.1 Razmerje med  semeni in vodo dodano za kaljenje 
Semena za kaljenje potrebujejo dovolj visoko vsebnost vode. Semen rička pred kaljenjem 
nismo namakali, saj vpijejo vso dodano vodo, ki je ni možno odliti, zato je bila določitev 
optimalnega razmerja med dodano vodo in semeni še toliko pomembnejša. Poskusili smo 
z razmerjem voda:semena = 2,5:1 (125 mL vode in 50 g semen), a so semena vpila preveč 
vode in tvorila veliko sluzi. Zato smo vsebnost vode zmanjšali na razmerje 2:1 (100 mL 
in 50 g semen), pri katerem semena niso tvorila sluzi, hkrati pa je bilo vode še vedno 
dovolj za uspešno kaljenje. 
3.3.1.2 Plesnenje in vpliv toplotne obdelave 
Pri predposkusih kaljenja se je izkazalo, da na semenih, ki so bila iz ekološke pridelave, 
razvija plesen. Glede na to, da je končni namen kaljenih semen uporaba v humani 
prehrani, smo se želeli izogniti uporabi kemičnih sredstev, kot je recimo vodikov 
peroksid. Zato smo poskusili preprečiti plesnenje s predhodno toplotno obdelavo. 
Semena smo zatehtali, vakumsko zapakirali  in segrevali v vodni kopeli pri 50 °C za 5 in 
10 min in pri 55 °C za 5 in 10 min. Toplotno obdelana semena (TOS) smo v dveh 
paralelkah kalili petrijevkah (d=120 mm). Za primerjavo smo kalili tudi toplotno 
neobdelana semena (TNS). Hkrati smo želeli preveriti, če bi uporaba filter papirja 
vplivala na kaljenje. Zato so bila TNS kaljena na filter papirju in brez filter papirja. S 
filter papirjem smo želeli vplivati na morebitno odvečno vodo pri kaljenju in s tem 
preprečiti pojav plesni. Semena smo kalili 48 ur in jih vizualno ocenili. Na nobenem 
vzorcu nismo opazili plesni, opazili pa smo, da vzorci različno dobro kalijo. Vrstni red 
vzorcev od najbolje do najslabše nakaljenih je bil sledeč: 55 °C/10 min ˃ 55 °C/5 min ˃ 
50 °C/10 min ˃ 50 °C/5 min ˃ kontrola. Med semeni kaljenimi na filter papirju in semeni 
kaljenimi brez filter papirja ni bilo opazne razlike v pojavu plesni, zato smo zaključili, da 
uporaba filter papirja ne vpliva na plesnenje.  
Po 48 ur kaljenja so začeli plesneti naslednji vzorci: kontrola, TNS na filter papirju, TOS 
50 °C/5 min in ena od paralelk 55 °C/5 min. Izkazalo se je, da so TOS pri 55 °C/5 min 
bolje kalila in tudi manj plesnila. Predposkus smo ponovno izvedli in zopet so TOS kalila 
bolje od TNS.  
Želeli smo ugotoviti, ali bi h kaljivosti in mikrobiološki stabilnosti semen doprinesla 
daljša toplotna obdelava. V 2 paralelkah smo kalili TOS pri 55 °C/10, 30 in 45 min, 
vendar pri vizualnem pregledu nismo opazili razlik. Na podlagi opravljenih predposkusov 
smo se odločili, da bomo glavni poskus izvedli na TNS, TOS pri 55 °C/10 min (TOS 
10 min) in TOS pri 55 °C/45 min (TOS 45 min). 
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3.3.2 Ekstrakcija 
Za ekstrakcijo lahko uporabimo topila z različnimi polarnostmi. Zato smo želeli določiti, 
ali bi bilo primerneje uporabiti 70 % etanol ali 100 % metanol. 
Pri FC metodi določanja SFS smo za etanolne ekstrakte izmerili višje absorbance kot za 
vzorce, ki smo jih pridobili z metanolom. Zato smo sklepali, da se s 70 % etanolom 
ekstrahira več fenolnih spojin. Pri metodi določanja AOP z DPPH• metodo so imeli vzorci 
s 70 % etanolom nižjo absorbance od vzorcev, ki smo jih pridobili z metanolom, torej so 
imeli večji AOP. Odločili smo se, da ekstrakcijo fenolnih spojin izvedemo s 70 % 
etanolom. 
3.4 POTEK IN METODE DELA 
3.4.1 Toplotna obdelava in kaljenje semen  
Semena navadnega rička (25 g) smo za toplotno obdelavo vakuumsko zapakirali in jih 
potopili v vodno kopel s temperaturo 55 °C za 10 oziroma 45 min. Vrečke smo razporedili 
po dnu kopeli in jih obtežili s kovinskim stojalom.  
Nato smo toplotno neobdelana in toplotno obdelana semena pripravili na kaljenje, tako 
kot je opisano v nadaljevanju. V reagenčno steklenico smo zatehtali vodo in semena v 
razmerju 2:1. Ričkova semena so vodo zelo hitro vpila in nato nabreknila, nastala je precej 
viskozna zmes. Za  enakomerno navlažitev semen, smo nastalo gosto zmes najprej dobro 
premešali, nato pa nemudoma razlili na petrijevko. Petrijevke z omočenimi semeni (TNS 
in TOS) smo prenesli v kalilno komoro s kontrolirano vlago in temperaturo 20 °C. 
Kaljena semena smo vzorčili vsakih 24 h. 
3.4.2 Sušenje, homogenizacija in razmastitev semen 
Vzorce kaljenih semen je smo za učinkovito razmastitev predhodo delno posušiti. Kaljena 
semena smo razprostrli po petrijevkah in za 4 h položili v sušilnik z močnim ventilatorjem 
na 40 °C, tako da je bila vsebnosti vode v kaljenih semenih primerljiva z vsebnostjo vode 
v nekaljenih. S tem smo želeli zagotoviti primerljive pogoje za razmastitev in ekstrakcijo 
različno obdelanih semen. 
Za razmastitev smo v dve 50 mL falkonki natehtali po 8 g zmletega vzorca, dodali 20 mL 
heksana, falkonke 10 min stresali na 200 stresljajih/min in 4 min centrifugirali pri 
8000 rpm. Heksansko fazo smo odlili in postopek ponovili še dvakrat. Po končani 
razmastitvi smo vzorec razprostrli po petrijevki in pustili čez noč v digestoriju, da je 
heksan izparel. Falkonke smo tekom razmastitve pokrili z aluminijasto folijo, ki je vzorec 
ščitila pred svetlobo. 
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3.4.3 Določanje vsebnosti vode 
Princip: sušenje zmletega vzorca pri 105 °C do konstantne mase in gravimetrično 
določanje 
Postopek: semena smo prelili s tekočim dušikom in zamrznjena zmleli v mlinčku. 
Vsebnost vode smo določali v svežih vzorcih (nekaljenih in kaljenih 24, 48, 72 in 96 h) 
ter ponovno v pripadajočih delno posušenih in razmaščenih semenih, ki so predstavljala 
izhodišče za pripravo ekstraktov fenolnih spojin.  
Zmlete vzorce smo zatehtali v predhodno stehtane tehtiče in jih sušili pri 105 °C 5 h. Po 
sušenju smo tehtiče zaprli in postavili v eksikator. Ohlajene tehtiče smo stehtali in iz 
razlike v masi semen pred in po sušenju izračunali vsebnost vode oz. vsebnost suhe snovi 
(SS). 
3.4.4 Določanje vsebnosti olja 
Princip: razmastitev zmletega vzorca in gravimetrično določanje  
Postopek: po razmastitvi smo počakali, da je iz semen izhlapel preostanek topila. Iz 
razlike v masi semen pred in po razmastitvi smo določili maso olja. 
3.4.5 Ekstrakcija fenolnih spojin 
Ekstrakcijo smo opravili s 70 % (v/v) etanolom. V dveh paralelkah smo zatehtali 2 g 
delno posušenih in razmaščenih semen v 50 mL falkonko in dodali 10 mL 70 % etanola. 
Vzorce smo ekstrahirali 2 h pri 200 stresljajih/min in nato centrifugirali 10 min pri 
8000 rpm. Ekstrakte (supernatante) smo prelili v 15 mL falkonke in jih do izvajanja analiz 
hranili v hladilniku. Ekstrakcija smo opravili v falkonkah ovitih z aluminijasto folijo. 
3.4.6 Določanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin  
Za določitev skupnih fenolnih spojin smo uporabljali modificirano FC metodo, kot jo je 
opisal Gutfinger (1981). 
Princip: v alkalnem mediju se fenolne spojine deprotonirajo. Nastali ioni reagirajo z 
molibdati v FC reagentu. Tvori se modro obarvan kompleks, kateremu merimo 
absorbanco pri 765 nm (A765). Večja absorbanca pomeni večjo vsebnost skupnih fenolnih 
spojin.  
Postopek: raztopino natrijevega karbonata (20 % (w/v)) smo pripravili tako, da smo 
zatehtali 20 g topljenca, raztopili v ddH2O in dopolnili do oznake v 100 mL bučki.  
Raztopino FC reagenta smo pripravili tako, da smo vsak dan na novo v falkonko zavito v 
aluminijasto folijo odpipetirali FC reagent in ga razredčili z ddH2O v razmerju 1:2. 
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Določitev smo izvedli tako, da smo v epico odpipetirali 1300 μL ddH2O, dodali 100 μL 
ustrezno razredčenega ekstrakta (oz. 100 μL 70 % etanola za slepi vzorec), dodali 300 μL 
FC reagenta in premešali. Po 5 min smo dodali še 300 μL natrijevega karbonata, 
premešali, pustili v temi za 60 min in pomerili A765.  
Za pripravo standardne raztopine klorogenske kisline smo v 10 mL bučko zatehtali 3,0 mg 
KK in s 70 % etanolom dopolnili do oznake. Umeritveno krivuljo (slika 3) smo pripravili 
tako, da smo namesto vzorca v epico odpipetirali po 10, 20, 40, 60, 80 oziroma 100 μL 
raztopine KK in dodali 90, 80, 60, 40, 20 oziroma 0 μL 70 % etanola. Naprej smo 
nadaljevali po protokolu. Določili smo smerni koeficient premice (kKK) in ga uporabili 
pri izračunu koncentracije SFS.  
 
Slika 3: Umeritvena krivulja s klorogensko kislino za določanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin 
Koncentracijo SFS v reakcijski mešanici (γRM) smo izračunali iz A765 in kKK (enačba 1). 
Maso SFS v reakcijski mešanici (mRM) smo izračunali iz γRM in volumna reakcijske 
mešanice (VRM) (enačba 2). Iz mRM, razredčitve (RZ) in volumna pipetiranja (Vpip) smo 
izračunali koncentracijo SFS v ekstraktu (γcel) (enačba 3). Iz γcel in volumna celotnega 
ekstrakta (Vcel) smo izračunali maso SFS v celotnem ekstraktu (mcel) (enačba 4). Iz mcel 
smo z uporabo mase vzorca (mvzorca) izračunali maso SFS na g vzorca (mSFS) (enačba 5). 
Vsebnost SFS v kaljenih in nekaljenih semenih smo izrazili kot ekvivalent KK (mg KK/g 
SS).  
γRM =   
A765
kKK
                                                                                                                … (1) 
mRM =γRM ∗ VRM                                                                                                                                          … (2) 
γcel =  
mRM ∗ RZ
Vpip
                                                                                                           … (3) 
mcel =γcel ∗ Vcel                                                                                                                             … (4) 
y = 0,067x
R² = 0,9981
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mSFS =  
mcel
mvzorca
                                                                                                           … (5) 
3.4.7 Določanje vsebnosti skupnih flavonoidov  
Za določitev skupnih flavonoidov (SF) smo uporabljali modificirano metodo, kot so jo 
opisali Christ in Müller (1960) ter Yang in sodelavci (1999). 
Princip: flavonoidi preko svoje 4-keto in sosednje hidroksilne skupine tvorijo kelate z 
aluminijem. Tvori se rožnato obravan kompleks, ki ga spektrofotometrično ovrednotimo 
z merjenjem absorbance pri valovni dolžini 510 nm (A510) (Carocho in sod., 2018). 
Postopek: raztopino natrijevega nitrita (5 % (w/v)) smo pripravili tako, da smo v 100 mL 
bučko smo zatehtali 5 g topljenca in dopolnili do oznake z ddH2O. Raztopino 
aluminijevega klorida (10 % (w/v)) smo pripravili tako, da smo v 100 mL bučko smo 
zatehtali 10 g topljenca in dopolnili do oznake z ddH2O. Raztopino natrijevega hidroksida 
(1 M) smo pripravili tako, da smo v 100 mL bučko smo zatehtali 3,9997 g topljenca in 
dopolnili do oznake z ddH2O.  
Določitev smo izvedli tako, da smo v stekleno epruveto odpipetirali 0,25 mL 
razredčenega ekstrakta (0,25 mL 70 % etanola za slepi vzorec), dodali 1,25 mL ddH2O in 
0,075 mL raztopine natrijevega nitrita, premešali in počakali 5 min. Dodali smo 0,15 mL 
raztopine aluminijevega klorida, premešali in po 6 min dodali še 0,5 mL natrijevega 
hidroksida in 0,775 mL ddH2O, premešali in takoj izmerili A510.  
Koncentracijo SF v reakcijski mešanici (γRM) smo izračunali iz A510 in kR (enačba 6). 
Maso SF v reakcijski mešanici (mRM) smo izračunali iz γRM in volumna reakcijske 
mešanice (VRM) (enačba 7). Iz mRM, razredčitve (RZ) in volumna pipetiranja (Vpip) smo 
izračunali koncentracijo SF v ekstraktu (γcel) (enačba 8). Iz γcel in volumna celotnega 
ekstrakta (Vcel) smo izračunali maso SF v celotnem ekstraktu (mcel) (enačba 9). Iz mcel 
smo ob upoštevanju mase vzorca (mvzorca) izračunali maso SF na g vzorca (mSF) (enačba 
10). Rezultate smo izrazili kot ekvivalent R (mg R/g SS). 
γRM =  
A510
kR
                                                                                                                 … (6) 
mRM = γRM ∗ VRM                                                                                                                         … (7) 
γcel =
mRM∗RZ
Vpip
                                                                                                              … (8) 
mcel =γcel ∗ Vcel                                                                                                        … (9) 
mSF  =  
mcel
mvzorca
                                                                                                         … (10) 
Umeritveno krivuljo (slika 4) smo naredili s standardno raztopino rutina. Za pripravo 
standardne raztopine s koncentracijo 1 mg/mL smo zatehtali R in ga raztopili v 70 % 
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etanolu. Nato smo namesto vzorca v epico odpipetirali po 50, 100, 150, 200 oziroma 
250 μL raztopine R in dodali 200, 150, 100, 50 oziroma 0 μL 70 % etanola. Naprej smo 
nadaljevali po opisanem protokolu in določili smerni koeficient premice (kR). 
 
Slika 4: Umeritvena krivulja z rutinom za določanje vsebnost skupnih flavonoidov 
3.4.8 Določanje vsebnosti flavonov in flavonolov  
Za določitev skupnih flavonov in flavonolov (FF) smo uporabljali metodo, kot so jo 
opisali Popova in sodelavci (2005). 
Princip: flavoni in flavonoli reagirajo z aluminijevim kloridom in tvorijo obarvan 
kompleks, kateremu merimo absorbanco pri valovni dolžini 425 nm (A425). 
Postopek: raztopino aluminijevega klorida (5 % (w/v)) smo pripravili tako, da smo v 
100 mL bučko smo zatehtali 5 g topljenca in dopolnili do oznake z ddH2O.  
Določitev smo izvedli tako, da smo v stekleno epruveto odpipetirali 0,1 mL razredčenega 
ekstrakta (0,1 mL 70 % etanola za slepi vzorec), dodali 1,0 mL 70 % etanola, 0,05 mL 
raztopine aluminijevega klorida in 1,35 mL 70 % etanola. Po 30 min smo izmerili A425.  
Umeritveno krivuljo (slika 5) smo naredili s standardno raztopino kvercetina. Za pripravo 
standardne raztopine s koncentracijo 0,2 mg/mL smo zatehtali K in ga raztopili v 70 % 
etanolu. Nato smo namesto vzorca v epico odpipetirali po 20, 40, 60, 80 oziroma 100 μL 
raztopine K in dodali 80, 60, 40, 20 oziroma 0 μL 70 % etanola. Naprej smo nadaljevali 
po protokolu in določili smerni koeficient premice (kK). 
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Slika 5: Umeritvena krivulja s kvercetinom za določanje vsebnost flavonov in flavonolov 
Koncentracijo v reakcijski mešanici (γRM) smo izračunali iz A425 in kK (enačba 11). Maso 
FF v reakcijski mešanici (mRM) smo izračunali iz γRM in volumna reakcijske mešanice 
(VRM) (enačba 12). Iz mRM, razredčitve (RZ) in volumna pipetiranja (Vpip) smo izračunali 
koncentracijo FF v ekstraktu (γcel) (enačba 13). Iz γcel in volumna celotnega ekstrakta 
(Vcel) smo izračunali maso FF v celotnem ekstraktu (mcel) (enačba 14). Iz mcel smo z 
uporabo mase vzorca (mvzorca) izračunali maso FF na g vzorca (mFF) (enačba 15). 
Rezultate smo izrazili kot ekvivalent K (mg K/g SS). 
γRM =
A425
kK
                                                                                                                … (11) 
mRM = γRM ∗ VRM                                                                                                                                               … (12) 
γcel =
mRM ∗ RZ
Vpip
                                                                                                          … (13) 
mcel =γcel ∗ Vcel                                                                                                      … (14) 
mFF =  
mcel
mvzorca
                                                                                                         … (15) 
3.4.9 Določanje vsebnosti flavanonov in dihidroflavonolov  
Uporabljali smo modificirano metodo, kot so jo opisali Popova in sodelavci (2005). 
Princip: flavanoni in dihidroflavonoli reagirajo z 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNP) in 
tvorijo obarvan kompleks, ki mu izmerimo absorbanco pri 486 nm (A486). 
Postopek: raztopino DNP (1 % (w/v)) smo pripravili tako, da smo zatehtali 0,5 g DNP v 
50 mL bučko, dodali 1 mL 96 % žveplove (VI) kisline ter z metanolom dopolnili do 
oznake. Raztopino kalijevega hidroksida v metanolu (10 % (w/v))  smo pripravili tako, 
y = 0,0737x
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da smo zatehtali 10 g kalijevega hidroksida, ga raztopili v metanolu in z metanolom 
dopolnili 100 mL merilno bučko do oznake.  
Postopek določitve FD smo izvedli tako, da smo v stekleno epruveto odpipetirali 0,1 mL 
razredčenega ekstrakta (0,1 mL 70 % etanola za slepi vzorec), dodali 0,2 mL DNP in  
premešali. Nato smo v vodni kopeli pri 50 °C vzorce (in slepi vzorec) segrevali 50 min 
in jih nato ohladili na sobno temperaturo. Dodali smo 0,7 mL raztopine kalijevega 
hidroksida, premešali, prelili v epice in vsebino centrifugirali pri 13000 rpm 5 min. 
Supernatant (0,180 mL) smo prenesli v nove steklene epruvete, dodali 2,320 ml 70 % 
etanola in izmerili A486. 
Umeritveno krivuljo (slika 6) smo naredili s standardno raztopino naringenina. Za 
pripravo standardne raztopine s koncentracijo 1 mg/mL smo zatehtali N in ga raztopili v 
70 % etanolu. Nato smo namesto vzorca v epico odpipetirali različne volumne raztopine 
N in dodali ustrezno količino 70 % etanola ter ostale reagente po protokolu. Določili smo 
smerni koeficient premice (kN) in ga uporabili pri izračunu koncentracije FD. 
 
Slika 6: Umeritvena krivulja z naringeninom za določanje vsebnost flavanonov in dihidroflavonolov 
Koncentracijo v reakcijski mešanici (γRM) smo izračunali iz A486 in kN (enačba 16). Maso 
N v reakcijski mešanici (mRM) smo izračunali iz γRM in volumna reakcijske mešanice 
(VRM) (enačba 17). Iz mRM, razredčitve (RZ) in volumna pipetiranja (Vpip) smo izračunali 
koncentracijo FD v ekstraktu (γcel) (enačba 18). Iz γcel in volumna celotnega ekstrakta 
(Vcel) smo izračunali maso FD v celotnem ekstraktu (mcel) (enačba 19). Iz mcel smo z 
uporabo mase vzorca (mvzorca) izračunali maso FD na g vzorca (mFD) (enačba 20). 
Rezultate smo izrazili kot ekvivalent N (mg N/g SS). 
γRM =  
A486
kN
                                                                                                               … (16) 
mRM = γRM ∗ VRM                                                                                                                             … (17) 
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γcel =  
mRM ∗ RZ
Vpip 
                                                                                                          … (18) 
mcel =γcel ∗ Vcel                                                                                                      … (19) 
mFD =  
mcel
mvzorca
                                                                                                          … (20) 
3.4.10 Določanje sposobnosti lovljenja DPPH• 
Uporabljali smo modificirano metodo, kot so jo opisali Brand-Williams in sodelavci 
(1995). 
Princip: DPPH• se reducira v reakciji z AO in spremeni barvo iz vijolične v rumeno. 
Posledično pri valovni dolžini 517 nm zabeležimo padec absorbance A517.  
Postopek: raztopino DPPH• (0,1 mM) smo pripravili vsak dan svežo. Zatehtali smo 
3,94 mg DPPH• v 100 mL bučko, z metanolom dopolnili do oznake, premešali in za nekaj 
sekund postavili v zvočno kopel. Raztopino smo prelili v 50 mL falkonke zavite v 
aluminijasto folijo.  
Za analizo vzorca smo v stekleno epruveto odpipetirali ustrezno razredčen vzorec in ga s 
70 % etanolom dopolnili do 100 μL. Za referenčno raztopino smo odpipetirali 100 μL 
metanola. Tako vzorcem kot referenčni raztopini smo dodali 2900 μL raztopine DPPH•. 
Premešali vsebino v epruvetah, za 30 min postavili v temo ter pomerili A517. Za slepi 
vzorec smo uporabili metanol.  
Odstotek preostalega DPPH• (wpreostali DPPH•) smo izračunali iz absorbance vzorca (Avzorec) 
in absorbance referenčne raztopine (Aref) (enačba 21). Za izris diagrama odvisnosti 
preostalega DPPH• od koncentracije fenolnih spojin v reakcijski mešanici (γRM), smo 
analizirali različne volumne vzorca (Vpip). Za linearni del krivulje smo z linearno 
regresijsko analizo določili smerni koeficient premice (kDPPH•) in ga uporabili pri izračunu 
koncentracije SFS v reakcijski mešanici, ki je bila potrebna, da se je začetna količina 
radikala zmanjšala za 50 % (ECDPPH•50). Večja ECDPPH•50 pomeni manjši AOP. 
wpreostali DPPH•  = 
Avzorec
Aref
 * 100%                                                                                … (21) 
3.4.11 Določanje sposobnosti lovljenja superoksidnega anionskega radikala 
Uporabljali smo metodo, kot sta jo opisala Roback in Gryglewski (1988). 
Princip: radikali O2
•- se tvorijo v sistemih, ki vsebujejo fenazil metasulfat (PMS) in 
nikotinamid adenin dinukleotid (NADH). Povzročijo redukcijo reagenta nitrotetrazol 
modro (NBT). Reducirano obliko NBT določamo z meritvijo absorbance pri 570 nm 
(A570).  
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Postopek: fosfatni pufer (0,1 M, pH=7,4) smo pripravili tako, da smo zatehtali 3,38 g 
kalijevega dihidrogen fosfata in 3,53 g natrijevega hidrogen fosfata v ločeni čaši in 
raztopili v manjši količini vode. Obe raztopini smo združili in dopolnili z vodo do 
približno 900 mL. Z natrijevim hidroksidom smo uravnali pH na 7,4, prelili v 1 L bučko 
in z vodo dopolnili do oznake. Raztopino NBT smo pripravili tako, da smo 1 tableto NBT 
raztopili v 81,529 mL fosfatnega pufra. Raztopino NADH smo pripravili tako, da smo 
zatehtali 16,60 mg NADH v plastično ladjico, prenesli v 50 mL bučko in dopolnili do 
oznake. Raztopino PMS smo pripravili tako, da smo zatehtali 1,84 mg PMS v plastično 
ladjico, prenesli v 100 mL bučko in dopolnili do oznake. Reagente smo z izjemo 
fosfatnega pufra vsak dan pripravili sveže in jih tekom dela hranili na ledu. 
Za pripravo slepega vzorca smo v epico odpipetirali 0,5 mL 96 % etanola, dodali 0,5 mL 
NBT reagenta, 0,5 mL NADH reagenta in 0,5 mL fosfatnega pufra. Za pripravo kontrole 
smo v epico pipetirali 0,5 mL 96 % etanola, dodali 0,5 mL NBT reagenta, 0,5 mL NADH 
reagenta in 0,5 mL PMS. Za pripravo vzorca smo v epico pipetirali 0,5 mL razredčenega 
vzorca, dodali 0,5 mL NBT reagenta, 0,5 mL NADH reagenta in 0,5 mL PMS in pomerili 
A570. 
Sposobnost antioksidantov za lovljenje O2
•- radikala smo izrazili kot koeficient 
sposobnosti lovljenja (KSOSA) (enačba 22). Iz odvisnosti KSOSA od koncentracije SFS v 
reakcijski mešanici smo določili koncentracijo SFS, ki je bila potrebna, da se je začetna 
količina O2
•-  radikala zmanjšala za 50 % (ECSOSA50).  
KSOSA  = (1 −  
Avz (t=x)
Ak (t=x)
)  ∗  100 %                                                                      … (22) 
Avz (t=x) - absorbanca vzorca ob času t=x 
Ak (t=x) - absorbanca kontrolnega vzorca ob času t= x 
3.4.12 Metoda razbarvanja β-karotena  
Uporabljali smo rahlo modificirano metodo, kot so jo opisali Moure in sodelavci (2000). 
Princip: pospešitev oksidacije linolne kisline z inkubacijo v termabloku in tvorba 
alkilperoksidnega radikala, ki reagira z β-karotenom. β-karoten izgubi rumeno oranžno 
barvo, kar se določi spektrofotometrično pri 470 nm (A470). Manjša A470 pomeni manjši 
AOP. 
Postopek: emulzijo za slepi vzorec smo pripravili tako, da smo v erlenmajerico ovito z 
aluminijasto folijo odmerili 20 μL linolne kisline, dodali 200 μL Tween 20 in z merilnim 
valjem dodali še 50 mL ddH2O. Emulzijo z β-karotenom smo pripravili tako, da smo v 
bučko za rotavapor ovito z aluminijasto folijo odmerili 2 mL kloroformne raztopine β-
karotena, 40 μL linolne kisline in 400 μL Tween 20. Na rotavaporju smo odpareli 
kloroform. Preostanku smo z merilnim valjem dodali 100 mL ddH2O. Raztopino β-
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karotena smo pripravili tako, da smo 2 mg β-karotena zatehtali v ladjico in sprali z 10 mL 
kloroforma v stekleničko. Stekleničko smo ovili v aluminijasto folijo. Obe emulziji in 
raztopino β-karotena smo pripravili vsak dan sveže. 
AOP ekstraktov smo želeli primerjati z AOP sintetičnega antioksidanta, ki se uporablja v 
živilski industriji – BHT. Za pripravo raztopine BHT s koncentracijo 0,65 mg/mL smo 
zatehtali 6,5 mg BHT, ga s 96 % etanolom raztopili v 10 mL bučki in dopolnili do oznake.  
Za slepi vzorec smo v epruveto odmerili 5 mL emulzije za slepi vzorec, dodali 200 μL 
96 % etanola, premešali in zaprli. Za kontrolni vzorec smo v epruveto odmerili 5 mL 
emulzije z β-karotenom, dodali 200 μL 96 % etanola, premešali in zaprli. Za emulzijo z 
izvlečkom smo v epruveto odmerili 5 mL emulzije z β-karotenom, dodali ustrezen 
volumen 96 % etanola in dodali ustrezen volumen izvlečka, premešali in zaprli. Za 
emulzijo z BHT smo v epruveto odmerili 5 mL emulzije z β-karotenom in dodali 200 μL 
raztopine BHT, premešali in zaprli. 
V emulzijah z izvlečkom je bila koncentracija SFS 0,025 mg/mL, kar smo zagotovili z 
dodajanjem različnih volumnov izvlečka in 96 % etanola v emulzijo. V emulziji z BHT 
je bila koncentracija BHT prav tako 0,025 mg/mL. 
Vsebino v epruvetah ovitih v aluminijasto folijo smo inkubirali v vodni kopeli pri 
temperaturi 50 °C in vsebini izmerili absorbanco pri valovni dolžini 470 nm proti slepemu 
vzorcu. Meritve smo opravili pri času 0 in po 60 min. Po meritvi vsakega vzorca smo 
tekočino iz kivete prelili nazaj v epruveto in inkubirali naprej pri 50 °C.  
AOP v emulziji smo izrazili kot koeficient antioksidativne učinkovitosti v emulziji (KAUE) 
in izračunali s sledečo enačbo:  
KAUE = (1–
(Avz (t=0)– Avz (t=x))
(Ak (t=0)– Ak (t=x))
)  ∗  100 %                                                             … (23) 
Avz (t=0) - absorbanca vzorca ob času t=0  
Ak (t=0) - absorbanca kontrolnega vzorca ob času t=0  
Avz (t=x) - absorbanca vzorca ob času t=x  
Ak (t=x) - absorbanca kontrolnega vzorca ob času t=x 
3.4.13  Statistična obdelava podatkov 
Glavni poizkus smo izvedli na semenih, ki so bila izpostaljena trem različnim toplotnim 
obdelavam. Pri vsaki toplotni obdelavi smo ekstrakte fenolnih spojin pripravili v dveh 
paralelkah. Iz vsake paralelke so bile pri metodah SFS, SF, FF, FD in DPPH• opravljene 
tri ponovitve, pri metodi razbarvanja β-karotena in določitvi sposobnosti lovljenja O2
•- pa 
dve. Statistična analiza je bila opravljena s programom IBM SPSS statistics (verzija 21). 
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Uporabili smo ANOVA analizo in nato post hoc test Duncan. Statistično različni so bili 
vzorci pri p ˂ 0,5. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 VSEBNOST SUHE SNOVI 
Vsebnost SS smo določili v nerazmaščenih in razmaščenih (nekaljenih in kaljenih) 
toplotno obdelanih in toplotno neobdelanih semenih. 
4.1.1 Vsebnost suhe snovi v nerazmaščenih semenih 
Na sliki 7 je prikazano spreminjanje vsebnosti SS v nerazmaščenih semenih tekom 
kaljenja. Nekaljena semena rička so v povprečju vsebovala 90 % SS (oz. 10 % vode). 
Zubr priporoča, da se semena pred skladiščenjem posušijo na manj kot 8 % vode (Zubr, 
1997).  
Po prvem dnevu kaljenja je vsebnost SS padla na 30 % in se tekom nadaljnjega kaljenja 
ni močno spreminjala, saj ni presegla 33 %. Semena so vso dodano vodo vpila, kar se 
odraža v razliki med vsebnostjo vode v svežih nekaljenih (10 %) in kaljenih (70 %) 
semenih.  
Pri kaljenju lanenih semen je vsebnost vode v semenih naraščala do drugega dneva 
kaljenja, nato pa začela upadati (Herchi in sod., 2015). 
 
Slika 7: Vsebnost suhe snovi v nerazmaščenih (nekaljenih in kaljenih) semenih 
4.1.2 Vsebnost suhe snovi v razmaščenih semenih 
Pred razmastitvijo je bilo potrebno pri kaljenih semenih odstraniti velik del vode, saj je 
njen delež v semenih znatno vplival na učinkovitost razmaščevanja. Z namenom, da bi 
tako kaljena kot nekaljena semena razmastili pri podobni vsebnosti vode, smo kaljena 
semena delno posušili v sušilniku 4 h pri 40 °C. Sušili smo pri tej relativno nizki 
temperaturi, da bi bil razpad termolabilnih fenolnih spojin čim manjši.  
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Tudi pri raziskavi na čičeriki in lanu so semena sušili pri 40 °C (Carciochi in sod., 2014; 
Herchi in sod., 2015). Uporaba temperatur nad 42 °C se povezuje z obsežnejšimi 
spremembami v semenih, zato naj temperature sušenja ne bi presegale 40,5-43,3 °C. 
Vlažna semena so občutljivejša na visoke temperature. Po sušenju Paspalum notatum pri 
temperaturi 40 °C so določili manjšo vsebnost fenolov (Silva, 1998). Sušenje kaljenih 
semen ajde pri 60 °C ni zmanjšalo SFS, višja temperatura (80 °C) pa je imela tak vpliv. 
Kljub temu je vsebnost SFS (izražena na SS) v kaljenih semenih močno presegala 
vsebnost v nekaljenih semenih. Sušenje lahko v začetnih fazah celo zviša SFS zaradi 
delovanja encimov in sproščanja vezanih spojin ali olajšane ekstrakcije zaradi sprememb 
v matriksu (Terpinc in sod., 2016). 
Vsebnost SS se med nekaljenimi razmaščenimi in delno posušenimi kaljenimi 
razmaščenimi semeni skorajda ni razlikovala (okoli 90 %) in se tekom kaljenja ni 
spreminjala. S tem smo zagotovili podobne pogoje za pripravo ekstraktov. Vsebnost SS 
je podobna pri vseh načinih obdelave semen (TNS, TOS 10 min in TOS 45 min). Pri TNS 
je tako znašala med 88 % in 91 % in pri TOS med 88 in 92 %. Na sliki 8 je prikazana 
vsebnost SS v nekaljenih razmaščenih in v delno posušenih razmaščenih semenih med 
96-h kaljenjem.  
 
Slika 8: Vsebnost suhe snovi v razmaščenih (nekaljenih in delno posušenih kaljenih) semenih 
4.2 DELEŽ OLJA V TOPLOTNO NEOBDELANIH SEMENIH IN TOPLOTNO 
OBDELANIH SEMENIH 
Na sliki 9 je prikazan delež olja v nekaljenih in kaljenih semenih, ki smo ga uspeli 
odstraniti s pomočjo razmastitve s heksanom. Olje je predstavljalo med 17 % in 27 % 
mase semen. Največjo količino olja smo odstranili iz 48 ur kaljenih semen.  
Za primerjavo, vsebnost olja v lanenem semenu se je s kaljenjem zmanjševala iz začetne 
vrednosti 35 % na 27 %, kar so avtorji raziskave razložili s tem, da so maščobe eden 
glavnih virov energije med kaljenjem in na začetku rasti (Herchi in sod., 2015). 
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Na delež olja je vplivala tudi vsebnost vode (okoli 90 %). Vsebnost vode vpliva na 
učinkovitost razmastitve, ima pa tudi vpliv na lastnosti in s tem kvaliteto pridobljenega 
olja. V raziskavi na  semenih Moringa oleifera so ugotovili, da se iz semena z 10 % vode 
pridobi 38 % olja, iz semena s 15 % vode 33 % olja in iz semena z 20 % vode le 28 %. 
Pri 7 % vode je bilo pridobljeno 38 % olja (Adejumo in sod., 2013). 
 
Slika 9: Delež olja v nekaljenih in delno posušenih kaljenih semenih, ki smo ga odstranili z razmastitvijo 
s heksanom   
4.3 VSEBNOST SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN 
4.3.1 Vsebnost skupnih fenolnih spojin v toplotno neobdelanih semenih 
Slika 10 prikazuje spreminjanje vsebnosti SFS v TNS tekom kaljenja. TNS so vsebovala 
med 15 mg KK/g SS in 20 mg KK/g SS. Najnižja vrednost je pripadala nekaljenim 
semenom. Tekom kaljenja je vrednost pri 24 h narasla na 17 mg KK/g SS in nato dosegla 
svoj maksimum pri 72 h. Pri 96 h je upadla na 18 mg KK/g SS. Vsebnost SFS se je najbolj 
povečala med 48- in 72-h kaljenjem. 
Kaljena semena so, odvisno od časa kaljenja, vsebovala več fenolnih spojin kot nekaljena. 
Tekom kaljenja je vsebnost SFS narasla za 38 %, torej se je večina fenolov sintetizirala 
že med rastjo semen (ko so bila povezana s starševsko rastlino). Gharachorloo in sod., 
2013 navajajo, da vsebnost SFS, ki se jo določi v semenu v dormanci, pokaže količino 
teh spojin sintetiziranih pred ločitvijo od staševske rastline. Vsebnost SFS v kaljenih 
semenih pa kaže na sintezo po prekinitvi dormance. 
Ker je v naši raziskavi vsebnost SFS postopoma naraščala le 72 h kaljenja in nato upadla, 
je z vidika pridobitve izdelka s čim večjo količino SFS kaljenje smiselno prekiniti po 
72 h.  
Nekaljena semena so vsebovala 15 mg KK/g SS. Raziskovalci, ki so opravili poizkuse na 
pogači pridobljeni iz nekaljenih semen rička, so poročali o vsebnosti 4,07 mg galne 
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kisline (GK)/g (Rahman in sod., 2018), 16,66 mg KK/g (Terpinc in sod., 2012b) in 
62,00 mg GK/g (Salminen, 2006). Ričkova moka je vsebovala 13,6 mg kavne kisline/g 
(Russo in Reggiani, 2018).  
Razlike med rezultati raziskav o vsebnosti SFS nastanejo zaradi uporabe različnih 
standardov, topil in metode ekstrakcije (Carciochi in sod., 2014). V prejšnjem odstavku 
omenjeni raziskovalci so uporabili različne temperature ekstrakcije, različna topila (80 % 
etanol, metanol), različno število ponovitev razmastitve, različno razmerje med 
volumnom topila in maso vzorca in različne standarde.  
Poleg tega FC metoda ni specifična za polifenole, zato je ocena  vsebnosti le približna. 
Mnoge snovi lahko motijo in reagirajo z reagentom, kar daje lahko večjo vrednost za 
vsebnost SFS (Kopjar in sod., 2009). FC reagent reagira nespecifično s spojinami kot so 
aromatske aminokisline, askorbinska kislina, reducirajoči sladkorji, organske kisline. 
Vsaka substanca, ki je sposobna reducirati kompleks fosfomolibden/fosfovolfram FC 
reagenta, lahko moti analizo (Terpinc in sod., 2012b).  
Rahman in sod. (2018) so tako z metodo določanja SFS kot z metodo določanja SF 
ugotovili, da v razmaščenih semenih nekaljenega rička prevladujejo esterificirane, sledijo 
proste, najmanj pa je vezanih fenolnih spojin. Vseh fenolnih spojin je bilo 11,69 mg GK/g 
razmaščene pogače, od tega je bilo 4,1 mg prostih (35 %), 6,8 mg esterificiranih (58 %)  
in 0,82 mg vezanih (7 %).  
Vpliv kaljenja na SFS so raziskovali na mnogih užitnih semenih. Nekatere raziskave so 
pokazale, da se med kaljenjem postopoma kopičijo topni fenoli, druge so pokazale 
zmanjšano vsebnost SFS (López-Martínez in sod., 2017). Kaljenje je spremenilo količino 
in vrsto fenolnih spojin v stročnicah in v zelenjavi (Gharachorloo in sod., 2013; Tarzi in 
sod., 2012). 
Tudi med kaljenjem kvinojinih semen se je povečevala vsebnost SFS in dosegla najvišjo 
vrednost pri 72 h (več kot 100 % povečanje glede na nekaljena, z 39,29 na 79,04 mg GK/ 
100 g SS). Kaljenje so po 72 h zaključili, zato se ne ve, kako bi se trend nadaljeval 
(Carciochi in sod., 2014). Vsebnost SFS se je s kaljenjem povečala tudi pri ajdi, kjer pa 
se v prvih dneh kaljenja vsebnost SFS ni spreminjala. Po 64 h kaljenja je prišlo do 
izrazitega povečanja in nadaljnjega naraščanja do dosega maksimuma pri 88 h. Kaljenja 
niso nadaljevali. Zato ni mogoče določiti, ali bi, tako kot pri ričku, vsebnost SFS nato 
začela padati. Povečanje SFS pri kaljenih semenih pripisujejo de novo biosintezi, 
sprostitvi vezanih fenolnih spojin zaradi delovanja glikozidaz ali hidrolizi polimernih 
fenolnih spojin (Terpinc in sod., 2016). Vendar pa so meritve izvajali v drugačnih 
časovnih intervalih kot v naši raziskavi in sicer po 16, 40, 64 in 88 h, zato je primerjava 
težja. Kaljenje je za 2,5-53,7 % povečalo vsebnost SFS v semenih čičerike, belega fižola 
in leče. Z uporabo različnih topil (aceton, metanol, heksan) vplivamo na učinkovitost 
ekstrakcije in s tem na vsebnost SFS, ki jo določimo (Gharachorloo in sod., 2013). 
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Kaljenje osmih sort riža je doprineslo v povprečju za 83 % (z 1,29 na  2,36 mg GK/g) 
večjo vsebnost SFS (Kaur in sod., 2018). Povečanje je večje kot pri semenih rička, a kljub 
temu vsebuje kaljen riž manj fenolnih spojin. Kaljenje je spremenilo tudi vsebnost SFS 
mungo fižola, sojinih semen in črnega fižola. Semena so izkazovala različne trende glede 
časa kaljenja, ki je potreben za doseg največje vrednosti. Po dosegu te vrednosti se je 
vsebnost SFS pri mungo fižolu in soji znižala, pri črnem fižolu, ki je potreboval najdaljši 
čas kaljenja, pa (še) ne (Xue in sod., 2016). 
 
Slika 10: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v toplotno neobdelanih (nekaljenih in kaljenih) semenih 
4.3.2 Vsebnost skupnih fenolnih spojin v toplotno obdelanih semenih 
Na sliki 11 je prikazana vsebnost SFS v TOS tekom kaljenja. TOS 10 min in TOS 45 min 
so vsebovala med 15 mg KK/g SS in 20 mg KK/g SS. Za nazornejšo primerjavo so na 
grafu prikazane tudi vrednosti za SFS v TNS.  
Najmanj SFS so vsebovala nekaljena TOS. Tekom kaljenja je naraščala in dosegla svoj 
maksimum pri 72 h, kar je pomenilo 32 % povečanje. Pri 96 h je upadla za 9 % glede na 
maksimalno vrednost, kar je še vedno pomenilo 21 % povečanje glede na vrednost 
nekaljenih semen. Tudi TOS bi bilo smiselno kaliti 72 h.  
Čeprav so znotraj istega dne vzorčenja (pri 24, 48 in 72 h) med kaljenimi semeni 
izpostavljenim različnim obdelavam obstajale statistično značilne razlike, so trendi 
spreminjanja vsebnosti SFS v TNS in TOS navadnega rička med kaljenjem enaki. Pri 
nekaljenih semenih statističnih razlik ni bilo.  
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Slika 11: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v toplotno neobdelanih in toplotno obdelanih (nekaljenih in 
kaljenih) semenih 
4.4 VSEBNOST SKUPNIH FLAVONOIDOV 
4.4.1 Vsebnost skupnih flavonoidov v toplotno neobdelanih semenih 
Na sliki 12 je prikazana vsebnost SF v TNS tekom kaljenja. TNS so vsebovala med 11 mg 
R/g SS in 14 mg R/g SS. Vsebnost SF se je tekom kaljenja le malo spreminjala. Vsebnosti 
SF v nekaljenih in 24 h kaljenih semen se nista razlikovali. Vsebnost SF je narasla pri 
48 h. Semena so pri 72 h sicer imela največjo vsebnost SF (14 mg R/g SS), kar pa se 
statistično ni razlikovalo od vsebnosti nekaljenih semen.  Nato je pri 96 h sledil padec na 
12 mg R/g SS, kar je bilo za 11 % manj kot pred kaljenjem.  
Kakor pri vsebnosti SFS, se je izkazalo, da bi bilo tudi z vidika SF semena ustrezno kaliti 
72 h, saj so pri nadaljnjem kaljenju vrednosti upadle. Vendar pa je ravno tako ustrezno 
tudi 48 h kaljenje. Pri 48 h je bilo povečanje 6 %, pri 72 h pa 8 % glede na nekaljena 
semena. Trend vsebnosti SF med kaljenjem ni sledil popolnoma trendu vsebnosti SFS 
zaradi rahlega padca pri 24 h.  
Nekaljena semena so vsebovala 13 mg R/g SS. S tem rezultatom se je skladala vsebnost 
ekstraktibilnih flavonoidov (18,5 mg/g), ki so jih določili v pogači, ne pa tudi v olju 
(Dharavath in sod., 2016). Rahman in sod., 2018 so določali tudi vsebnost vezanih 
fenolnih spojin in določili vsebnost SF 6,81 mg katehina/g SS, kar je bilo manj od 
rezultatov pridobljenih z drugima raziskavama. V raziskavi na ričkovi moki pa so določili 
vsebnost SF 3,6 mg K/g (Russo in Reggiani, 2018).  
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V naši raziskavi so bile vrednosti SF vseh vzorcev nižje od vrednosti za SFS, kar je 
smiselno, saj fenolne spojine poleg flavonoidov vključujejo tudi druge fenolne spojine. 
Povečanje SFS (38 %) s kaljenjem je bilo precej večje kot povečanje SF (8 %).   
Semena kaljene kvinoje so izrazila enak trend pri SFS in SF, kjer je vsebnost SF naraščala 
do prekinitve kaljenja in pri 72 h znašala 17,65 mg K/100 g SS, kar je bilo 60 % povečanje 
glede na nekaljena semena (Carciochi in sod., 2014). Kaljenje je sprva povečevalo 
vsebnost SF v mungo fižolu, sojinih semenih in črnem fižolu, nato pa je po dosegu 
najvišje vrednosti sledil upad (Xue in sod., 2016). Poskus na osmih različnih sortah riža 
je pokazal, da kaljenje vodi v povečanje vsebnosti SF za 57 %, z 996,8 na 1508,3 mg 
R/kg (Kaur in sod., 2018). Kljub nižjemu prirastu med kaljenjem, so vsebovala semena 
rička več flavonoidov kot semena riža ali kvinoje. 
 
Slika 12: Vsebnost skupnih flavonoidov v toplotno neobdelanih (nekaljenih in kaljenih) semenih 
4.4.2 Vsebnost skupnih flavonoidov v toplotno obdelanih semenih 
Na sliki 13 je prikazana vsebnost SF v TOS tekom kaljenja. TOS 10 min in TOS 45 min 
so vsebovala med 12 mg R/g SS in 14 mg R/g SS. Za nazornejšo primerjavo so na grafu 
prikazane tudi vrednosti za SF v TNS. 
Vsebnost SF je naraščala in dosegla največjo vsebnosti pri 48 h, kar je bilo v povprečju 
10 % več kot pri nekaljenih. Vsebnost SF je dosegla minimum pri 96 h, kar je bilo v 
povprečju za 6 % manj kot pri nekaljenih.  
V nasprotju z vsebnostjo SFS v TNS in TOS, pri vsebnosti SF v TNS in TOS ni statistične 
razlike med 48 h in 72 h. Kljub temu sta imela tako SFS kot SF s kaljenjem enak trend 
povečevanja ter nato postopnega upada vrednosti. Padec vsebnost SF TOS je bil izrazit 
pri 96 h (15 %). 
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Slika 13: Vsebnost skupnih flavonoidov v toplotno neobdelanih in toplotno obdelanih (nekaljenih in 
kaljenih) semenih 
4.5 VSEBNOST FLAVONOV IN FLAVONOLOV 
4.5.1 Vsebnost flavonov in flavonolov v toplotno neobdelanih semenih 
Na sliki 14 je prikazana vsebnost FF v TNS tekom kaljenja. TNS so vsebovala med 
2,71 mg K/g SS in 3,22 mg K/g SS. Nekaljena semena so vsebovala 2,84 mg K/g SS, nato 
se je s kaljenjem vsebnost FF povečevala najprej na 3,05 mg K/g SS, ter nato pri 48 h na 
3,09 mg K/g SS, kar je 9 % povečanje glede na nekaljena semena. Pri 72 h je vsebnost 
FF dosegla maksimalno vrednost 3,22 mg K/g SS, kar je 13 % več kot pri nekaljenih. 
Vsebnost FF se je pri 96 h zmanjšala na 2,71 mg K/g SS, kar je 5 % manj kot pri 
nekaljenih. Podoben rezultat so pridobili v raziskavi na ričkovi pogači (Salminen, 2006). 
Trend spreminjanja vsebnosti FF med kaljenjem je bil podoben trendu pri SFS – postopno 
povečanje s kaljenjem in doseg maksimalne vrednosti pri 72 h. Zatem je prišlo do padca 
vsebnosti FF. Vsebnost FF je pri 96 h znašala manj kot pri nekaljenih. 
Kaljenje je povečalo vsebnost flavonolov 8 sort riža v povprečju z 1,00 mg R/g na 
1,51 mg R/kg (Kaur in sod., 2018). 
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Slika 14: Vsebnost flavonov in flavonolov v toplotno neobdelanih (nekaljenih in kaljenih) semenih 
4.5.2 Vsebnost flavonov in flavonolov v toplotno obdelanih semenih 
Na sliki 15 je prikazana vsebnost FF v TOS tekom kaljenja. TOS 10 min so vsebovala 
med 2,75 mg K/g SS in 3,27 mg K/g SS. TOS 45 min so vsebovala med 2,68 mg K/g SS 
in 3,82 mg K/g SS. Za nazornejšo primerjavo so na grafu prikazane tudi vrednosti za FF 
v TNS. 
Nekaljena TOS 10 min in TOS 45 min so vsebovala v povprečju 2,84 mg K/g SS FF. 
Vrednost FF je nato naraščala in pri 48 h kaljenja dosegla maksimum: v povprečju 
3,24 mg K/g SS, kar je 14 % več kot pri nekaljenih. Vrednosti FF so z nadaljevanjem 
kaljenja postopoma upadale in ob zadnjem vzorčenju (pri 96 h) dosegle podobne 
vrednosti kot pred kaljenjem.  
TNS in TOS so dosegla maksimum v vsebnosti FF že pri 48 h in minimum pri 96 h. Trend 
spreminjanja vsebnosti FF med kaljenjem je enak, kot se je pokazalo tudi pri vsebnosti 
SF.  
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Slika 15: Vsebnost flavonov in flavonolov v toplotno neobdelanih in toplotno obdelanih (nekaljenih in 
kaljenih) semenih 
4.6 VSEBNOST FLAVANONOV IN DIHIDROFLAVONOLOV V TOPLOTNO 
NEOBDELANIH SEMENIH 
4.6.1 Vsebnost flavanonov in dihidroflavonolov v toplotno neobdelanih semenih 
Na sliki 16 je prikazana vsebnost FD v TNS tekom kaljenja. TNS so vsebovala med 6 in 
10 mg N/g SS. 
Nekaljena semena so imela najnižjo vsebnost FD (5,6 mg N/g SS). Vsebnost FD se je z 
dolgotrajnim kaljenjem povečevala, medtem ko med nekaljenimi, 24 h in 48 h kaljenimi 
ni bilo statistično značilne razlike. Pri 72 h je vsebnost FD znašala 7,3 mg N/g SS (32 % 
več kot pri nekaljenih) in dosegla najvišjo vrednost pri 96 h kaljenja (10,0 mg N/g SS). 
Vsebnost FD se je odstotkovno glede na prejšnji dan najbolj povečala pri 96 h (za kar 
36 %), nato pri 72 h (za 20 %). Z namenom pridobiti čim več FD bi bilo smiselno kaliti 
vsaj 96 h,  saj je bila vsebnost FD za 80 % večja kot pri nekaljenih. Kaljenje smo prekinili 
pri 96 h, zato ni možno določiti, ali bi daljša kalitev prinesla še večjo vsebnost FD, ali pa 
bi se ta začela zmanjševati.  
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Slika 16: Vsebnost flavanonov in dihidroflavonolov v toplotno neobdelanih (nekaljenih in kaljenih) 
semenih 
4.6.2 Vsebnost flavanonov in dihidroflavonolov v toplotno obdelanih semenih 
Na sliki 17 je prikazana vsebnost FD v TOS tekom kaljenja. TOS 10 min so vsebovala 
med 5,9 mg N/g SS in 10,0 mg N/g SS. TOS 45 min so vsebovala med 5,6 mg N/g SS in 
10,0 mg N/g SS. Za nazornejšo primerjavo so na grafu prikazane tudi vrednosti za FD v 
TNS. 
Nekaljena TOS so vsebovala najmanj FD, nato se je tekom kaljenja vsebnost FD 
povečevala. Največja vsebnost FD je bila dosežena pri 96 h, ko je bilo za 39 % več FD 
kot pri predhodnjem vzročenju in za 68 % več kot pri nekaljenih semenih.  
Znotraj istega dne vzorčenja med TNS in TOS ni bilo statistično značilnih razlik. 
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Slika 17: Vsebnost flavanonov in dihidroflavonolov v toplotno neobdelanih in toplotno obdelanih 
(nekaljenih in kaljenih) semenih 
  4.7 DPPH• METODA 
Antioksidativni potencial, ki smo ga določili z DPPH• metodo, smo izrazili kot 
koncentracijo SFS v reakcijski mešanici, ki polovi 50 % DPPH•. Manjša ECDPPH•50 
pomeni boljšo učinkovitost.  
4.7.1 Sposobnost lovljenja DPPH• toplotno neobdelanih semen 
Na sliki 18 je prikazan vpliv kaljenja na AOP toplotno neobdelanih semen, ki smo ga 
določili z DPPH• metodo.  ECDPPH•50 je bil med 10  mg KK/L in 12 mg KK/L. Najvišji 
AOP je bil pri nekaljenih semenih, nato je upadal. Pri 48 h je ECDPPH•50 znašal  11 mg 
KK/L. Pri 72 h kaljenja pa smo zabeležili za 28 % nižji AOP kot pri nekaljenih (ECDPPH•50 
12 mg KK/L). Nadaljnje kaljenje vrednosti ECDPPH•50 ni spremenilo. Statistično gledano 
med nekaljenimi, 24 h in 48 h kaljenimi ni bilo razlike. Prav tako ni bilo razlike med 72 h 
in 96 h kaljenimi semeni.  
V naši raziskavi je pri nekaljenih semenih rička ECDPPH•50 znašala 10 mg KK/L. Druga 
raziskava je z uporabo drugega standarda določila ECDPPH•50 5,7 mg GK/L za etanolni in 
4,0 mg GK/L za metanolni ekstrakt (Terpinc in sod., 2012a). 
Iz slike 18 je razvidno, da je koncentracija fenolnih spojin (določena s FC metodo), ki je 
potrebna za 50 % zmanjšanje vsebnosti DPPH•, manjša za izvlečke iz nekaljenih semen 
kot za izvlečke iz kaljenih. Razlog bi lahko bilo spreminjanje sestave fenolnih spojin med 
kaljenjem in nereaktivnost teh fenolnih spojin z DPPH• radikalom. Dušikov atom, ki ima 
lastnosti radikala, se nahaja v centru radikala, kjer je prosto dostopen manjšim 
molekulam, ne pa tudi večjim molekulam, ki so sterično ovirane. Zato lahko spojine kljub 
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dobri redukcijski sposobnosti zaradi steričnih ovir slabše lovijo DPPH• radikale (Herchi 
in sod., 2015). Snovi, kot so karotenoidi, dobro absorbirajo pri enaki valovni dolžini in bi 
zato lahko motile analizo (Holtz, 2009).  
Kaljenje štirih različnih vrst začimb ni pokazalo razlik v AOP, ki so ga določili z DPPH• 
metodo. Druge metode (FRAP, ABTS in SFS) pa so pokazale velike spremembe (Kawee-
ai in sod., 2018).  
Pri ajdi se je s kaljenjem povečeval AOP, ki so ga določili z DPPH• metodo. Sledil je 
trendu SFS. Sprva je bil nespremenjen, nato se je pri 64 h povečal in pri 88 h dosegel 
najvišjo učinkovitost (Terpinc in sod., 2016). Pri tem je potrebno poudariti, da so rezultati 
pri ajdi, za razliko od naših, normalizirani na SS. Ta metoda je tudi pri kvinoji pokazala 
večji AOP kaljene od AOP nekaljene kvinoje, ki je tako kot SFS in SF naraščal ves čas 
kaljenja (Carciochi in sod., 2014). 
 
Slika 18: Koncentracija SFS toplotno neobdelanih semen (nekaljenih in kaljenih), ki je potrebna, da se 
začetna količina DPPH• radikalov zmanjša za 50 % (ECDPPH•50) 
4.7.2 Sposobnost lovljenja DPPH• toplotno obdelanih semen 
Na sliki 19 je prikazan vpliv kaljenja na AOP toplotno obdelanih semen, ki smo ga 
določili z DPPH• metodo. Za nazornejšo primerjavo so na grafu prikazane tudi ECDPPH•50 
vrednosti za TNS. Pri TOS 10 min in TOS 45 min je bils ECDPPH•50 med 9 mg KK/L in 
12 mg KK/L. Najvišji AOP smo določili pri nekaljenih semenih. Tekom kaljenja je AOP 
upadal in dosegel minimum pri 72 h in se z nadaljevanjem kaljenja ni spreminjal. 
Statistično gledano se ECDPPH•50 različno obdelanih semen niso razlikovale.  
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Slika 19: Koncentracija SFS toplotno neobdelanih in toplotno obdelanih semen (nekaljenih in kaljenih), 
ki je potrebna, da se začetna količina DPPH• radikalov zmanjša za 50 % (ECDPPH•50) 
4.8 SPOSOBNOST LOVLJENJA O2
•- RADIKALOV 
Antioksidativni potencial, ki smo ga določili kot sposobnost lovljenja O2
•- radikalov, smo 
izrazili kot koncentracijo SFS v reakcijski mešanici, ki polovi 50 % teh radikalov. Manjša 
ECSOSA50 pomeni boljšo učinkovitost.  
4.8.1 Sposobnost lovljenja O2•- toplotno neobdelanih semen 
Na sliki 20 je prikazan vpliv kaljenja na AOP toplotno neobdelanih semen, ki smo ga 
določili kot sposobnost lovljenja O2
•- radikalov. Pri TNS so ECSOSA50 vrednosti med 
0,09 mg KK/mL in 0,17 mg KK/mL. 
Pri nekaljenih semenih je bil AOP najnižji (največja ECSOSA50), nato je naraščal. ECSOSA50 
je padla najprej na 0,15 mg KK/mL in nato pri 48 h na 0,11 mg KK/mL, kar je bilo za 
36 % manj kot pri nekaljenih. Največji AOP je bil dosežen pri 72 h, ko je bila ECSOSA50 
za 45 % manjša kot pri nekaljenih. Z nadaljevanjem kaljenja se je AOP znižal, oziroma 
ECSOSA50 dvignila na 0,12 mg KK/mL. Ta vrednost je za 30 % manjša od ECSOSA50 
nekaljenih semen.  
Tudi pri tej metodi se je za optimalno pokazalo 72-h kaljenje, na drugem mestu je bilo 
48-h kaljenje. 
Trend postopnega povečevanja učinkovitosti, dosega maksimuma pri 72 h in sledečega 
upada je bil enak trendu SFS, a nasproten trendu pri DPPH• metodi. Pri DPPH• metodi 
morda niso reagirale enake spojine kot pri metodi določitve SFS in pri metodi določitve 
sposobnost lovljenja O2
•- radikalov. Ob primerjavi vrednosti iz slike 18 in slike 20 vidimo, 
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da so vsi vzorci pokazali slabšo učinkovitost kot pri DPPH• metodi – potrebne so bile 
višje ECSOSA50. 
V literaturi smo našli raziskave na nekaljenih semenih, ki so merile sposobnost lovljenja 
O2
•- radikalov. Pri semenih zelišča Trachyspermum ammi je koncentracija fenolnih spojin 
0,25 mg/mL polovila 63 % O2
•-. Na istih vzorcih so uporabili tudi DPPH• metodo, kjer je 
bila potrebna koncentracija manjša (0,10 mg/mL za inhibicijo 62,23 % DPPH• radikalov) 
(Bajpai in Agrawal, 2015). V raziskavi na Vigna unguiculata so določili ECSOSA50 
vrednosti 0,091-0,112 mg/mL. Rezultati so se razlikovali glede na analizirani kultivar 
rastline (Zia-Ul-Haq in sod., 2013). Raziskava na semenih rožlina (Althaea rosea) je 
pokazala na 31 % učinkovitost v inhibiciji O2
•- za etanolne ekstrakte pri koncentraciji 
fenolnih spojin 0,40 mg/mL. Enaka koncentracija je pri DPPH• metodi inhibirala 44 % 
radikalov (Feng in sod., 2014). 
Kaljenje je povečalo AOP, ki so ga določili kot sposobnost lovljenja O2
•- radikalov, pri 
čičeriki (Domínguez in sod., 2018), soji, mungo in črnem fižolu (Xue in sod., 2016), 
ječmenu in grahu, a zmanjšalo AOP sojinih semen, arašidov in leče (Carciochi in sod., 
2014; Tarzi in sod., 2012).  
 
Slika 20: Koncentracija SFS toplotno neobdelanih semen (nekaljenih in kaljenih), ki je potrebna, da se 
začetna količina O2•- radikalov zmanjša za 50 % (ECSOSA50) 
4.8.2 Sposobnost lovljenja O2•- toplotno obdelanih semen 
Na sliki 21 je prikazan vpliv kaljenja na AOP toplotno obdelanih semen, ki smo ga 
določili kot sposobnost lovljenja O2
•- radikalov. Pri TOS 10 min je ECSOSA50 med 0,07 mg 
KK/mL in 0,17 mg KK/mL . Pri TOS 45 min je ECSOSA50 med 0,11 mg KK/mL in 0,17 mg 
KK/mL. Za nazornejšo primerjavo so na grafu prikazane tudi vrednosti ECSOSA50 za TNS. 
TOS so s kaljenjem najprej pridobivala na AOP, pri 48 h pa je AOP močno upadel 
(ECSOSA50 se poveča). Največji AOP je bil dosežen pri 72 h, kjer je bila ECSOSA50 v 
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povprečju 46 % nižja kot pri nekaljenih. Pri 96 h se je AOP pri TOS 10 min spet znižal 
(ECSOSA50 se poveča), pri TOS 45 min je ostal nepremenjen. 
 
Slika 21: Koncentracija SFS toplotno neobdelanih in toplotno obdelanih semen (nekaljenih in kaljenih), 
ki je potrebna, da se začetna količina O2•- radikalov zmanjša za 50 % (ECSOSA50) 
4.9 METODA RAZBARVANJA β-KAROTENA  
Pred analizo smo vse vzorce razredčili na enako koncentracijo SFS, ki je znašala 
0,025 mg/mL. Tako smo želeli preveriti, ali imajo vzorci z enako koncentracijo različen 
AOP zaradi različne sestave ekstrakta.  
4.9.1 Metoda razbarvanja β-karotena toplotno neobdelanih semen 
Na sliki 22 je prikazan vpliv kaljenja na AOP toplotno neobdelanih semen, ki smo ga 
določili z metodo razbarvanja β-karotena. Vrednosti KAUE so po 60 min inkubacije pri 
50 ºC znašale med 87 % in 91 %, kar je bilo malo manj od KAUE za BHT, ki smo mu 
določili vrednost 95 %. Statistično gledano med nekaljenimi in različno dolgo kaljenimi 
semeni ni razlike. Pridobljeni rezultati nakazujejo, da se različno kaljeni vzorci po sestavi 
niso razlikovali, čemur pa je nasprotoval trend spreminjanja vsebnosti SFS oz. AOP, ki 
smo ga določili z DPPH• metodo. 
V naši raziskavi je ekstrakt iz nekaljenih semen za 91 % preprečil razbarvanje β-karotena. 
V drugih raziskavah so dobili slabše rezultate AOP pogače rička v emulziji. Upoštevati 
pa je potrebno, da je bila v teh razsiskavah inkubacija daljša kot v našem primeru. KAUE 
po 120 min inkubacije je znašal 73 % za ekstrakt (γAO = 10 ppm) v 96 % etanolu in 66 % 
za ekstrakt (γAO = 10 ppm) v 70 % metanolu (Terpinc in sod., 2012a) oz. 72 % za ekstrakt 
(γSFS = 30 ppm) v 80 % metanolu (Terpinc in sod., 2012b).  
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V polarno topilo se ekstrahirajo predvsem polarni AO, zato lipofilni AO le malo 
pripomorejo k skupnemu AOP. Semena rička so bila pred analizami razmaščena s 
heksanom. S tem se je odstranilo snovi, ki so topne v nepolarnih topilih. Fenolne spojine, 
ki jih pridobimo z ekstrakcijo s 70 % etanolom, so razmeroma polarne in zato manj 
učinkovite, kadar se AOP meri v heterogenem sistemu emulzije tipa olje-v-vodi. V 
emulziji tipa olje-v-vodi, kot je primer pri metodi razbarvanja β-karotena, preostanejo 
polarni AO kljub sicer veliki antiradikalski učinkovitosti v vodni fazi in zato lahko manj 
učinkovito preprečijo oksidacijo linolne kisline (Terpinc in sod., 2012b). V našem 
primeru je bil ta pojav manj izrazit, saj je bila koncentracija SFS v emulziji relativno 
visoka.  
Pri kaljeni kvinoji se je učinkovitost povečevala ves čas kaljenja. Pri nekaljenih je bil 
KAUE 72 %, pri 72 h kaljenih semenih kvinoje pa 79 %, kar je bila manjša sprememba 
glede na ostale metode merjenja AOP. Semena pred ekstrakcijo niso bila razmaščena. 
Metoda razbarvanja β-karotena je koristna, saj naravni ekstrakti vsebujejo različno 
polarne snovi (Carciochi in sod., 2014).  
 
Slika 22: Koeficient antioksidativne učinkovitosti v emulziji (KAUE) toplotno neobdelanih semen 
(nekaljenih in kaljenih) določen z metodo razbarvanja β-karotena 
4.9.2 Metoda razbarvanja β-karotena toplotno obdelanih semen 
Na sliki 23 je prikazan vpliv kaljenja na AOP toplotno obdelanih semen, ki smo ga 
določili z metodo razbarvanja β-karotena. Za TOS 10 min je KAUE znašal med 87 % in 
92 %, za TOS 45 min pa med 88 % in 94 %. Za nazornejšo primerjavo so na grafu 
prikazane tudi KAUE vrednosti za TNS. Statistično značilno različni so si bili zgolj vzorec 
TOS 45 min pri 96 h kaljenja proti vzorcu TNS pri 24 h in vzorcu TOS 10 min pri 48 h. 
Slednje nakazuje, da smo iz semen, ki so bila izpostavljena daljši toplotni obdelavi v 
kombinaciji z daljšim časom kaljenja, pridobili izvlečke s povečano učinkovitostjo 
zaviranja oksidacije linolne kisline v emulziji.  
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Slika 23: Koeficient antioksidativne učinkovitosti v emulziji (KAUE) toplotno neobdelanih in toplotno 
obdelanih semen (nekaljenih in kaljenih) določen z metodo razbarvanja β-karotena 
4.10 KORELACIJE IN OPTIMALEN ČAS KALJENJA 
4.10.1 Korelacije  
Trendu spreminjanja SFS med kaljenjem semen so precej podobni trendi spreminjanja 
SF, FF in sposobnost lovljenja O2
•- (slednja le pri TNS). Trendi spreminjanja med 
kaljenjem semen za FD, sposobnost lovljenja DPPH•  in KAUE se niso skladali z nobeno 
drugo metodo. 
V preglednici 1 so prikazani Paersonovi koeficienti korelacij. Vsebnosti različnih skupin 
fenolnih spojin (SF, FF, FD) so pozitivno korelirale s SFS. Negativne korelacije so med 
SF in FD in FF in FD. Pri različnih obdelavah (TNS, TOS 10 min, TOS 45 min) so se 
korelacije razlikovale. Korelacija med SFS in SF je bila precej nizka, čeprav so bile 
vrednosti SFS le malo višje od vrednosti SF in so torej velik del SFS predstavljali SF. 
Posebno močna je bila korelacija med SF in FF. 
Korelacija med ECSOSA50 in SFS je močno negativna, kar pomeni da smo za 50 % 
zmanjšanje O2
•- radikalov v reakcijski mešanici potrebovali pri kaljenih semenih manjšo 
koncentracijo fenolnih spojin (manjša ECSOSA50 pomeni boljšo sposobnostjo lovljenja 
O2
•- ). Sposobnost lovljenja O2
•- ima močnejšo korelacijo s SFS kot SF, kar kaže na večji 
prispevek SFS k AOP semen. Pri mungo fižolu so ugotovili, da na AOP vplivajo 
predvsem SFS (53-83 %) in tudi SF (7-15 %) (Xue in sod., 2016). 
ECDPPH•50 močno pozitivno korelira s SFS, kar pomeni, da smo za enak učinek v DPPH•  
testu pri kaljenih semenih potrebovali večjo koncentracijo fenolnih spojin (manjša 
ECDPPH•50 pomeni boljšo sposobnost lovljenja DPPH•) 
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Vrednost KAUE, ki smo jo določili z metodo razbarvanja β-karotena, je pozitivno 
korelirala s SFS in FD, a negativno s SF in FF.  
Celo vzorci s podobnimi koncentracijami SFS se lahko močno razlikujejo glede na AOP, 
zaradi sinergij in antagonističnih interakcij (Terpinc in sod., 2012a). Večja vsebnost 
fenolov ne pomeni vedno večjega AOP. Pomembnejša je vrsta kot količina ekstrahiranih 
snovi (Gharachorloo in sod., 2013). Raziskave na drugih vrstah rastlin so pokazale 
pozitivno povezavo med AOP (določen z DPPH• metodo in tudi z metodami različnimi 
od tistih, ki smo jih uporabili v raziskavi na ričku) in vsebnostjo SFS (Kopjar in sod., 
2009; Li in sod., 2009) ter flavonoli v rižu (Kaur in sod., 2018). Pri nekaljenih semenih 
rička, lanu in oljne repice je bila korelacija med SFS in AOP, ki so ga določili z DPPH• 
metodo, pozitivna, z AOP, ki so ga določili z metodo razbarvanja β-karotena, pa 
negativna (Terpinc in sod., 2012a).  
Korelacija med sposobnostjo lovljenja O2
•- in sposobnostjo lovljenja DPPH• je močno 
negativna. 
Preglednica 1: Pearsonovi koeficienti korelacij 
  SFS SF FF FD ECDPPH•50 ECSOSA50 
SF netretirana 0,26      
 10 min 0,45      
 45 min 0,41      
FF netretirana 0,49 0,86     
 10 min 0,49 0,98     
 45 min 0,28 0,97     
FD netretirana 0,53 -0,60 -0,48    
 10 min 0,45 -0,57 -0,51    
 45 min 0,38 -0,68 -0,72    
ECDPPH•50 netretirana 0,86 -0,05 0,03 0,83   
 10 min 0,87 0,01 0,05 0,81   
 45 min 0,87 -0,06 -0,21 0,75   
ECSOSA50 netretirana -0,90 -0,37 -0,46 -0,48 -0,83  
 10 min -0,81 -0,15 -0,11 -0,50 -0,78  
 45 min -0,70 0,17 0,26 -0,68 -0,77  
KAUE netretirana 0,25 -0,07 -0,34 0,51 0,60 -0,22 
 10 min 0,32 -0,21 -0,32 0,54 0,59 -0,64 
 45 min 0,43 -0,43 -0,44 0,85 0,72 -0,37 
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4.10.2 Optimalen čas kaljenja 
Pri večini metod (TNS: SFS, FF, sposobnost lovljenja O2
•-) se je kot optimalno pokazalo 
72 h kaljenje. Pri TOS so bile pri metodah SF in FF dosežene najvišje vrednosti že pri 
48 h. To bi lahko pomenilo, da je bila maksimalna vrednost dosežena med 48 in 72 h, ali 
pa, da se ekstrakti TNS in TOS razlikujejo v sestavi fenolnih spojin. Primerjava 
nekaljenih in 72 h kaljenih TNS (Preglednica 2) pokaže, da se je tekom kaljenja povečala 
vsebnosti fenolnih spojin v sledečem vrstnem redu: SFS (38 %), FD (32 %), FF (13 %), 
SF (8 %). Prirast SFS je bila večja kot prirast SF, iz česar sklepamo, da je bila prirast SFS 
predvsem na račun drugih fenolnih spojin, npr. fenolnih kislin. AOP kot sposobnost 
lovljenja O2
•- se je povečal za 45 %. AOP z DPPH• metodo je upadel za 28 %. Sposobnost 
zaviranja oksidacije linolne kisline v emulziji je ostala praktično nespremenjena. 
V ekstraktu pogače so (Terpinc in sod., 2012b) določili 27 glavnih fenolnih spojin, od 
tega so jih identificirali 14: protokatehujska kislina, katehin, p-hidroksibenzojska kislina, 
sinapin, elagična kislina, sinapinska kislina, rutin, kvercetin-3-O-glukozid, 4-
vinilkatehol, salicilna kislina, kvercetin, 4-vinilfenol, 4-vinilsiringol, 4-vinilgvajakol. V 
drugi raziskavi na ričkovi pogači so ugotovili, da je največ flavanolov (0,236 mg GK/g), 
hidroksicimetne kisline (0,747 mg KK/g), flavonolov (1,325 mg R/g) in tokoferolov 
(0,258 mg/g). Identificirali niso nobene hidroksibenzojske kisline (Salminen, 2006). 
Preglednica 2 Primerjava nekaljenih in 72 h kaljenih toplotno neobdelanih semen  
 SFS                      
(mg KK/g 
SS) 
SF
(mg R/g 
SS) 
FF 
 (mg K/g 
SS) 
FD 
 (mg N/g 
SS) 
ECDPPH•50 
(mg/L) 
ECSOSA50 
(mg/mL) 
KAUE 
(%) 
nekaljena 15 13 2,84 6 10 0,17 91 
72 h kaljena 20 14 3,22 7 12 0,09 91 
 
4.11 VPLIVI NA REZULTATE  
Meritev lahko opravimo v eni sami časovni točki, običajno ko se absorbanca ne spreminja 
več. Drugi način, ki je za nekatere verodostojnejši, je kinetični pristop z meritvijo 
kinetičnih parametrov. Ta v nasprotju z meritvijo v eni časovni točki upošteva reaktivnost 
AO v začetni stopnji procesa in opiše obnašanje AO v izbranem časovnem obdobju. 
Podatki o analiziranih AO so zanesljivejši, če se raziskava vključuje oba načina (Terpinc 
in sod., 2012a, Abramovič, 2011). Meritve AO z metodo DPPH• in SOSA smo opravili 
le v eni sami časovni točki in nismo uporabili kinetičnega pristopa. Nizke korelacije med 
vsebnostjo fenolnih spojin in AOP bi lahko bile posledica tega. 
4.11.1 Vpliv drugih snovi  
Izvlečki iz naravnih virov vsebujejo veliko raznolikih spojin in le nekatere so 
antioksidativno učinkovite. Fenolni ekstrakti rastlin so mešanica snovi topnih v 
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uporabljenem topilu (Terpinc in sod., 2012b). S postopki čiščenja se odstrani snovi, ki bi 
lahko motile kvantitativno, kvalitativno analizo ali določitev AOP. 
Vzorcev po ekstrakciji nismo očistili, zato so lahko na rezultat vplivale druge snovi kot 
fenoli. Rastline so bogate z AO, vključevajoč polifenole, tokoferole, vitamin C in 
karotenoide. Prisotnost AO (askorbinska kislina, vitamin E, karotenoidi, natrijev sulfit, 
polisaharidi) lahko poveča AOP (Terpinc in sod., 2012a). Raziskava na nekaljenih 
semenih rička je pokazala, da so imeli očiščeni vzorci nižji AOP. Mnoge snovi v 
kompleksnih matriksih niso poznane. Fenolne spojine morda niso glavni AO, zato večja 
količina fenolov ne korelira nujno z AOP (Terpinc in sod., 2012b). Nekatere spojine, ki 
reagirajo s FC reagentom, niso pa učinkovite kot lovilci prostih radikalov (citronska 
kislina, železov(II) sulfat, D-glukoza), lahko vplivajo na manjšo korelacijo med SFS in 
AOP (Terpinc in sod., 2012a).  
Mungo fižol (Vigna radiate) pred kaljenjem ni vseboval vitamina C, nato pa je njegova 
vsebnost med kaljenjem naraščala. Vsebnost vitamina E pa je najprej naraščala in nato 
padla po 5 dneh kaljenja (Xue in sod., 2016). Vitamin C dokazano deluje antioksidativno, 
saj preprečuje lipidno peroksidacijo celičnih membran in tako pomembno vpliva na 
vzdrževanje zdravja (Bendich in sod., 1986). Povečan AOP v kaljenih semenih zelišč je 
posledica zvišane vsebnosti polifenolov, vitamina C, vitamina E in karotenoidov (Kawee-
ai in sod., 2018). Znana je reaktivnost rutina, viteksina, orientina in izoviteksina z DPPH•, 
zato se lahko iz njihove vsebnosti določi, koliko doprinesejo k AOP. Terpinc in sod. 
(2016) so na primeru ajde ugotovili, da glavne fenolne spojine doprinesejo le 20 % do 
30 % k AOP. Semena vsebujejo tudi druge AO (glutation, askorbinska kislina), katerih 
količina se med kaljenjem poveča. Doprinesejo lahko tudi AO, ki so sicer prisotni v 
manjših količinah. Nekateri AO, ki so prisotni poleg polifenolov (karotenoidi in 
vitamini), lahko učinkujejo sinergistično (Tarzi in sod., 2012). 
4.11.2 Vplivi pogojev kaljenja in ekstrakcije 
Na rezultate kaljenja vpliva vrsta, sorta, pogoji (vlaga) in trajanja kaljenja (Tarzi in sod., 
2012).  
Primerjava rezultatov pridobljenih na različnih vrstah semen je težka, saj se rezultati od 
vrste do vrste močno razlikujejo. Xue in sod. (2016) so ugotovili, da se različne vrste 
(mungo in črni fižol, sojino seme) obnašajo različno. Med kaljenjem se aktivirajo 
endogeni encimi, tudi hidrolaze in polifenoloksidaze, katerih povečanje se  razlikuje med 
različnimi vrstami stročnic, kar bi lahko pojasnilo različne vsebnosti fenolov 
(Gharachorloo in sod., 2013). 
Tudi pri raziskovanju enake vrste semen prihaja do popolnoma različnih rezultatov. Pri 
bobu so ugotovili, da med kaljenjem narašča vsebnost fenolnih spojin in AOP do 7. dne 
kaljenja (Cevallos-Casals in Cisneros-Zevallos, 2010). Druga raziskava pa pravi, da SF 
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pada ves čas kaljenja in je po 6 dneh dosegala le še 45 % prvotne (Al-Numair in sod., 
2009). Podobno je pri leči, ko kaljenje bodisi zmanjša ali pa poveča vsebnost fenolov, 
flavonoidov in AOP (López-Martínez in sod., 2017). 
Težko se primerja rezultate različnih raziskav, saj so že med isto sorto razlike zaradi 
različnih postopkov ekstrakcije (Terpinc in sod., 2012a). So pa tudi zaradi razlike v 
izražanju na suho ali mokro snov in s tem povezane vsebnosti vode, ki se tekom kaljenja 
povečuje (López-Martínez in sod., 2017). 
4.11.2.1 Pogoji kaljenja 
V naši raziskavi so semena rička kalila  pri temperaturi 20 °C in relativni vlagi nad 90 %. 
V različnih raziskavah so ugotovili, da na vsebnost fenolov, flavonoidov in AOP vplivata 
tudi temperatura in čas kaljenja. Za optimalno sta bila pri kaljenju čičerike določena 
temperatura 33,7 °C in čas 171 h (Domínguez in sod., 2018). Optimalen čas kaljenja je 
odvisen od vrste (Kawee-ai in sod., 2018). 
V raziskavah na kaljenih semenih, ki se omenjajo v tej magistrski nalogi (Abioye in sod., 
2018; Carciochi in sod., 2014; Domínguez in sod., 2018; Gharachorloo in sod., 2013; 
Kaur in sod., 2018; Tarzi in sod., 2012), so semena tretirali in kalili pri različnih pogojih. 
Raziskovalci so semena  pred kaljenjem namočili v vodni raztopini natrijevega 
hipoklorita (od 0,07 do 2,5 %) za 5 do 30 min ali sprali z ddH2O. Kaljenje semen je 
potekalo pri temperaturah od 20 °C do 28 °C, v temi ali z menjavanjem teme in svetlobe. 
Rast kalčka so prekinili s sušenjem semen  pri temperaturah med 40 in 60 °C. 
4.11.2.2 Pogoji ekstrakcije 
Pri FC metodi so imeli v predposkusu vzorci kaljenih semen, pri katerih smo kot 
ekstrakcijsko topilo uporabili 70 % etanol, višje absorbance kot vzorci, pri katerih smo 
uporabili metanol. Sklepali smo, da se s 70 % etanolom ekstrahira več fenolnih spojin. 
Pri DPPH• metodi so imeli vzorci kaljenih semen v 70 % etanolu nižje absorbance kot 
spojine pridobljene z metanolom, torej so imeli večji AOP.  
Izbira ekstrakcijskega topila vpliva na sestavo, AOP ekstrakta in izkoristek ekstrakcije. 
Topnost fenolnih spojin je odvisna od njihove strukture, interakcij z drugimi sestavinami 
matriksa in polarnosti topila. V manj polarno topilo prehajajo manj polarne snovi in v 
bolj polarno bolj polarne snovi (Abramovič, 2011). Na določeno vsebnost fenolnih spojin 
in AOP vpliva tudi izbira metode določitve (Do in sod., 2014; López-Martínez in sod., 
2017). 
Na rezultat nadalje vpliva, ali so bili vzorci kaljeni. Pri kaljeni čičeriki je metanolni 
ekstrakt pokazal najboljši AOP, pri nekaljenih pa se je kot topilo bolje izkazal aceton, 
ekstrakt v metanolu je imel precej slabši AOP. Največ fenolov je bilo določenih v 
acetonskih ekstraktih kaljenih semenih (Tarzi in sod., 2012). Med kaljenjem prihaja do 
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biokemijskih sprememb, zato je lahko drugo topilo učinkovitejše. Raziskava na kaljenih 
semenih je pokazala, da je vpliv izbire topila odvisen tudi od same metode ekstrakcije in 
vrste rastline, da pa večinoma etanolni ekstrakt pokaže večjo vsebnost fenolnih spojin in 
večji AOP kot vodni ekstrakt. Vsebnost fenolnih spojin in AOP se tekom kaljenja pri 
različnih topilih različno spreminjata (Kawee-ai in sod., 2018).  
Na  oljnih pogačah nekaljenih semen rička se je pri uporabi dveh različnih topil pokazalo, 
da topilo z večjo polarnostjo ekstrahira več polifenolov. Metanolni (70 %) ekstrakt je imel 
boljši AOP kot etanolni (96 %) ekstrakt pri treh metodah (sposobnost reduciranja, DPPH•, 
sposobnost keliranja), le pri metodi razbarvanja β-karotena se je slabše izkazal. Metanolni 
(70 %) ekstrakt je vseboval več SFS. Etanol (96 %) se je izkazal za boljše topilo pri 
metodi razbarvanja β-karotena, a slabše pri DPPH• metodi (Terpinc in sod., 2012a). V 
neki drugi raziskavi je bila pri ekstrakciji iz oljnih pogač dobit ekstrakcije pri uporabi 
različnih topil različna. Največja dobit je bila pri vodi, nato 70 % metanol, 70 % aceton 
in etilacetat. Slabše so se odrezala manj polarna topila (Matthäus, 2002).  
Na določen AOP vpliva tudi pH reakcijske mešanice, saj je reaktivnost spojin večja pri 
višjem pH. Spremembe pH med kaljenjem vplivajo na AOP ekstrakta, zato se priporoča 
nadzorovanje in vzdrževanje konstantnega pH (uporaba pufra). Uporaba pufra in 
posledično višji pH je povečala reaktivnost in s tem AOP semen ajde (Terpinc in sod., 
2016).  
4.11.3 Toplotna obdelava 
Analize v naši raziskavi niso pokazale razlike v vsebnosti fenolnih spojin in AOP pri 
različnih toplotnih obdelavah semen pred kaljenjem. Rezultati analiz na TOS v glavnem 
ustrezajo in potrjujejo to, kar je pokazala analiza TNS. Obstajajo manjša odstopanja pri 
vsebnosti SF in FF pri 48 h. Večje odstopanje je moč opaziti pri SOSA metodi pri 48 h. 
V predposkusu je toplotna obdelava nekoliko zmanjšala prisotnost plesnivih semen in 
spodbudila kaljenje. Slednjega nismo opazili pri izvajanju glavnega poskusa, pa tudi 
rezultati izvedenih analiz v večini niso pokazali razlike med obdelavami. Manjša 
odstopanja so se pokazala med kaljenjem, a ne dovolj, da bi lahko o čem sklepali.  
Toplotna obdelava pri izvedbi glavnega poskusa ni spodbudila kaljenja semen rička. O 
vplivu toplotne obdelave na sposobnost kaljenja semen poročajo tudi drugi raziskovalci. 
Visoka temperatura je povečala kaljivost B. brizantha semen (Silva, 1998). Mnoge 
mediteranske rastlinske vrste bolje kalijo, ko so izpostavljene vročini. V raziskavi so 
semena segreli na 75-170 °C za 30 s do 30 min. Obdelava do 130 °C je povečala število 
nakaljenih semen. Obdelava pri tej temperaturi za 2 min je pospešila, obdelava za 10 min 
pa poslabšala kaljenje (Boydak in Çalışkan, 2016). Semena Fynbos vegetacije v Južni 
Afriki so pred kaljenjem obdelali pri 4 različnih temperaturah (60, 80, 100, 120 °C) za 5, 
15 in 30 min. Najbolje je vzpodbudila kaljenje obdelava pri 100 °C za 5-10 min (Cocks 
and Stock, 2009). Pri Paspalum notatum je 4-dnevna obdelava pri 27, 47, 57, in 67 °C 
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bolje povečala kaljivost kot 2-dnevna obdelava. Predhodno segrevanja pri 40 °C so 
predlagali za kaljenje nekaterih trav (Silva, 1998). 
Četudi toplotna obdelava v naši raziskavi ni izboljšala sposobnosti kaljenja semen rička, 
so ta kljub izpostavljenosti temperaturi 55 °C za 45 min dobro kalila. Rezutati TOS so 
primerljivi z TNS, kljub temu, da se uporaba temperatur nad 42 °C povezuje z neželenimi 
spremembami v semenih. Temperature sušenja naj ne bi presegale 40,5-43,3 °C, saj višje 
temperature zelo verjetno povzročijo poškodbe. Vlažna semena so občutljivejša na visoke 
temperature (Silva, 1998).   
Toplotna obdelava lahko celo poveča AOP, kot ga je kuhanje lečinih semen pod 
pritiskom, odvisno od uporabljene metode merjenja AOP (López-Martínez in sod., 2017). 
Naša raziskava, kjer smo koncentracijo SFS izražali na osnovi podatka iz FC metode, 
kaže, da je kaljenje zmanjšalo reaktivnost spojin z DPPH• radikalom in povečalo 
reaktivnost spojin s O2
•-. Pri tej metodi je bilo pri semenih kaljenih 48 h močno odstopanje 
med TNS in TOS, ki so imela precej slabši AOP. 
TOS so imela pri pregledovanju s prostim očesom manj plesnivih semen. Suha toplotna 
obdelava tudi uniči mikroorganizme. Obdelava je učinkovita, če imajo patogeni 
organizmi manjšo odpornost na visoke temperature kot semena. Učinkoviteje bi bilo 
morda hitro in kratkotrajno segrevanje z vlažnim zrakom, ter nato hitro ohlajanje, kar  
segreje le zunanje plasti semena, kjer se nahaja tudi največ patogenih organizmov. 
Metoda ima enako učinkovitost kot kemijske metode z izjemo patogenih organizmov v 
globjih plasteh semena. Različne vrste so različno toleranten na visoke temperature. Če 
se je seme pred obdelavo dolgo časa skladiščilo, je dezinfekcija slabša (Forsberg, 2004). 
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5 SKLEPI  
Na podlagi pridobljenih rezultatov, lahko povzamemo: 
 Kaljena TNS so v primerjavi z nekaljenimi semeni pridobila na vsebnosti SFS, 
SF, FF in FD. Vsebnost SFS, SF in FF je tekom kaljenja naraščala, po dosegu 
najvišje vrednosti (72 h) pa je upadla. Vsebnost FD je dosegla najvišjo vrednost 
pri 96 h, takrat je bilo opravljeno tudi zadnje vzorčenje.  
 
 Med kaljenjem se je razmerje med različnimi skupinami flavonoidov spreminjalo. 
Na začetku se je najbolj povečal delež FF, nato SF in na koncu kaljenja FD. 
 
 V naši raziskavi, kjer smo koncentracijo SFS izražali na osnovi podatka iz FC 
metode, so imela kaljena semena glede na nekaljena večji AOP določen kot 
sposobnost lovljenja O2
•-, a manjši AOP določen kot sposobnost lovljenja DPPH•. 
Pri metodi razbarvanja β-karotena ni bilo razlike med kaljenimi in nekaljenimi 
semeni in AOP semen je le malo zaostajal za AOP BHT. Tekom kaljenja se je 
AOP določen z DPPH• metodo zniževal do dosega minimuma (72 h) in potem se 
ni spremenil. AOP določen kot sposobnost lovljenja O2
•- je naraščal do dosega 
maksimuma (72 h), nato je upadel. AOP, ki smo ga določili z metodo razbarvanja 
β-karotena, se zaradi poenotenja koncentracije skupnih fenolnih spojin v 
reakcijski mešanici med kaljenjem ni spreminjal.  
 
 Optimalen čas kaljenja je bil 72 h, ko je bila vsebnost SFS, SF in FF največja in 
so imela semena največji AOP določen kot sposobnost lovljenja O2
•-. 
 
 Toplotna obdelava semen pred kaljenjem praviloma ni vplivala na rezultate.  
 
 Tekom kaljenja se je povečala vsebnost fenolnih spojin, zato lahko sklepamo, da 
se prehranska vrednost ričkovih semen s kaljenjem še dodatno poveča.  
 
 S tem lahko potrdimo delovno hipotezo o povečanju dobiti fenolnih spojin s 
kaljenjem, vplivu časa kaljenja na vsebnost fenolnih spojin in razlikah v 
izmerjenem AOP v homogenem (DPPH• in O2
•- metodi) in heterogenem okolju 
(razbarvanje β-karotena). 
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6 POVZETEK 
Riček je oljnica, od katere po stiskanju olja preostane pogača z visoko vsebnostjo fenolnih 
spojin, ki delujejo antioksidativno. Med kaljenem se odvijajo mnoge biokemijske 
spremembe, ki se odražajo v spremenjeni sestavi metabolitov, kot so fenolne spojine. 
Temperatura okolice vpliva na kaljenje semena in na razvoj mikroorganizmov. 
Namen naloge je bil ugotoviti, kako kaljenje vpliva na vsebnost fenolnih spojin in s tem 
na antioksidativni potencial (AOP) semen rička ter preveriti, ali predhodna toplotna 
obdelava semen vpliva na obseg teh sprememb. 
Raziskavo smo torej izvedli na toplotno neobdelanih (TNS) in toplotno obdelanih (TOS) 
semenih. Za toplotno obdelavo smo semena pred kaljenjem vakuumsko zapakirali in 
inkubirali 10 min oz. 45 min v vodni kopeli pri 55 °C. Ričkova semena smo kalili pri 
kontrolirani temperaturi 20 °C in visoki vlagi. Poskus je trajal 96 h, vzorčenje semen je 
potekalo vsakih 24 h. Po kaljenju smo semena sušili 4 h pri 40 °C, razmastili s heksanom 
in iz njih ekstrahirali fenolne spojine s 70 % etanolom. 
Med kaljenjem smo v semenih spremljali vsebnost skupnih fenolnih spojin (SFS), 
skupnih flavonoidov (SF), flavonov in flavonolov (FF) ter flavanonov in 
dihidroflavonolov (FD). AOP semen smo doličali s tremi metodami: sposobnost lovljenja 
DPPH•, sposobnost lovljenja O2
•- in razbarvanje β-karotena. Vsebnost vode smo določili 
v svežih nerazmaščenih (nekaljenih in kaljenih) semenih ter v razmaščenih nekaljenih in  
delno posušenih kaljenih semenih. Slednja so predstavljala izhodni material za pripravo 
ekstraktov. Vsebnost olja smo določili na podlagi razlike v masi semen pred in po 
razmastitvi s heksanom. 
Vsebnost vode se je v kaljenih semenih povečala v primerjavi z nekaljenimi zaradi dodane 
vode za kaljenje, ki so jo zrna absorbirala v prvi fazi kaljenja. V nadaljevanju se delež 
vode praktično ni spreminjal. Delno sušenje kaljenih semen je omogočalo enotnejšo 
uspešnost razmastitve in s tem enotnejše pogoje ekstrakcije iz nekaljenih in kaljenih 
semen.  
Vsebnost SFS v TNS je bila višja pri vseh kaljenih semenih in je naraščala ves čas kaljenja 
do maksimuma pri 72 h in padca pri 96 h. Vsebnost SF in FF je tekom kaljenja najprej 
naraščala in dosegla najvišjo vsenbost pri 72 h, nato je pri 96 h upadla na vrednost nižjo 
od nekaljenih semen. Vsebnost FD je postopoma naraščala in dosegla izrazit maksimum 
pri 96 h, zato se ne da zaključiti, kako bi se trend nadaljeval.  
Kaljenje je zmanjšalo AOP določen z metodo DPPH•, saj so imela nekaljena semena 
najvišji AOP. AOP smo izrazili kot koncentracijo SFS v reakcijski mešanici, ki je 
potrebna, da se začetna količina radikala zmanjša za 50 % (ECDPPH•50). Pri nekaljenih smo 
določili najmanjšo ECDPPH•50. Trend spreminjanja sposobnosti lovljenja DPPH• med 
kaljenjem se ne ujema z nobeno analizo vsebnosti fenolnih spojin in ima celo visoko 
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negativno korelacijo s SFS in FD. Kaljenje je povečalo AOP določen kot sposobnost 
lovljenja O2
•-. Trend spreminjanja sposobnosti lovljenja O2
•- med kaljenjem sledi trendu 
SFS. Najvišji AOP je bil dosežen pri 72 h, nato je upadel. Pearsonov koeficient korelacije 
sposobnosti lovljenja O2
•- s SFS je nad 0,9, s SF je nad 0,8, s FF in FD pa šibka. AOP 
določen z metodo razbarvanja β-karotena ni pokazal razlike v učinkovitosti 
antioksidantov v nekaljenih in kaljenih semenih.  
Kaljenje je povečalo vsebnost vseh določanih skupin fenolnih spojin. Glede na rezultate 
analiz vsebnosti posameznih skupin fenolnih spojin lahko sklepamo, da je prišlo do 
razlike v sestavi fenolnih spojin. Vsebnost SFS (38 %) se je povečala bolj kot vsebnost 
SF (8 %). Pri posameznih skupinah flavonoidov je bilo povečanje pri FD (80 %) večje 
kot pri FF (13 %). AOP se je povečal na račun povečane sposobnosti lovljenja O2
•-, ne pa 
pri DPPH• metodi. Optimalen čas kaljenja je bil 72 h, ko je bila vsebnost SFS, SF in FF 
največja. Glede na rezultate sposobnosti lovljenja O2
•- so imela največji AOP semena 
kaljena 72 h.  
Toplotna obdelava pred kaljenjem v glavnem ni vplivala na rezultate. Izjema je pri SF in 
FF, kjer je bila najvišja vsebnost pri 48 h. Glede sposobnosti lovljenja O2
•- se je pri 48 h 
kaljenih semenih pokazala znatna razlika v AOP med TNS in TOS. AOP TOS je bil precej 
nižji, zato je tudi korelacija z vsebnostjo fenolnih spojin slabša. 
Glede na rezultate lahko zaključimo, da se tekom kaljenja vsebnost fenolnih spojin 
poveča zato lahko sklepamo, da se prehranska vrednost ričkovih semen s kaljenjem še 
dodatno poveča. S tem lahko potrdimo delovno hipotezo o povečanju dobiti fenolnih 
spojin s kaljenjem, vplivu časa kaljenja na vsebnost fenolnih spojin in razlikah v 
določenem AOP v homogenem (DPPH• in O2
•- metodi) in heterogenem okolju 
(razbarvanje β-karotena). 
  
Ilešič A. Vsebnost fenolnih spojin in antioksidativni potencial kaljenih semen navadnega rička (Camelina sativa L.) 
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
 59       
  
7 VIRI 
Abioye V.F., Ogunlakin G.O., Taiwo G. 2018. Effect of germination on anti-oxidant 
activity, total phenols, flavonoids and anti-nutritional content of finger millet  flour. 
Journal of Food Processing and Technology, 9, 2: 719, doi: 10.4172/2157-
7110.1000719: 4 str. 
Abramovič H. 2011. Antioksidanti in metodologija določanja antioksidativne 
učinkovitosti: učbenik za izbirni predmet na interdisciplinarnem doktorskem 
študijskem programu Bioznanosti. Ljubljana, Biotehniška fakulteta, Oddelek za 
živilstvo: 112 str. 
Adejumo B.A., Inaede S.G, Adamu T.S. 2013. Effect of moisture content on the yield 
and characteristics of oil from Moringa oleifera seeds. Academic Research 
International, 4, 4: 160-170 
Al-Numair K.S., Ahmed S.E.B., Al-Assaf A.H., Alamri M.S. 2009. Hydrochloric acid 
extractable minerals and phytate and polyphenols contents of sprouted faba and white 
bean cultivars. Food Chemistry, 113, 4: 997-1002 
Bajpai V.K., Agrawal P. 2015. Studies on phytochemicals, antioxidant, free radical 
scavenging and lipid peroxidation inhibitory effects of Trachyspermum ammi 
seeds. Indian Journal of Pharmaceutical Education and Research, 49, 1: 58-65 
Bendich A., Machlin L. J., Scandurra O., Burton G. W., Wayner D. D. M. 1986. The 
antioxidant role of vitamin C. Advances in Free Radical Biology and Medicine, 2, 2: 
419-444 
Bentsink L., Koornneef M. 2008. Seed dormancy and germination. Arabidopsis Book, 6: 
e0119, doi: 10.1199/tab.0119: 18 str. 
Boydak M. and Çalışkan S.. 2016. Effects of heat shock on seed germination of Turkish 
red pine (Pinus brutia). Bosque (Valdivia), 37, 2: 327-333 
Carciochi R.A., Manrique G.D., Dimitrov K. 2014. Changes in phenolic composition and 
antioxidant activity during germination of quinoa seeds (Chenopodium quinoa 
Willd.). International Food Research Journal, 21, 2: 767-773 
Carocho M., Morales P., Ferreira I.C. 2018. Antioxidants: reviewing the chemistry, food 
applications, legislation and role as preservatives. Trends in Food Science & 
Technology, 71: 107-120 
Cevallos-Casals B.A., Cisneros-Zevallos L. 2010. Impact of germination on phenolic 
content and antioxidant activity of 13 edible seed species. Food Chemistry, 119, 4: 
1485-1490 
Cocks M.P., Stock W.D. 2009. Heat stimulated germination in relation to seed 
characteristics in fynbos legumes of the Western Cape Province, South Africa. South 
African Journal of Botany, 63, 3: 129-132 
Ilešič A. Vsebnost fenolnih spojin in antioksidativni potencial kaljenih semen navadnega rička (Camelina sativa L.) 
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
 60       
  
Crowley J.G., Fröhlich A. 1998. Factors affecting the composition and use of camelina. 
Teagasc Project Report 4319, Dublin, Crops Research Centre, Teagasc: 23 str.  
 https://t-stor.teagasc.ie/handle/11019/1481 (september 2019) 
Dharavath R.N., Singh S., Chaturvedi S., Luqman S. 2016. Camelina sativa (L.) Crantz 
a mercantile crop with speckled pharmacological activities. Annals of 
Phytomedicine: an International Journal, 5, 2: 6-26 
Do Q.D., Angkawijaya A.E., Tran-Nguyen P.L., Huynh L.H., Soetaredjo F.E., Ismadji 
S., Ju Y.H. 2014. Effect of extraction solvent on total phenol content, total flavonoid 
content, and antioxidant activity of Limnophila aromatica. Journal of Food and Drug 
Analysis, 22, 3: 296-302 
Domínguez-Arispuro D. M., Cuevas-Rodríguez E. O., Milán-Carrillo J., León-López L., 
Gutiérrez-Dorado R., Reyes-Moreno C. 2018. Optimal germination condition 
impacts on the antioxidant activity and phenolic acids profile in pigmented desi 
chickpea (Cicer arietinum L.) seeds. Journal of Food Science and Technology, 55, 
2: 638-647 
Fei X., Je I.G., Shin T.Y., Kim S.H., Seo S.Y. 2017. Synthesis of gallic acid analogs as 
histamine and pro-inflammatory cytokine inhibitors for treatment of mast cell-
mediated allergic inflammation. Molecules, 22, 6: 898, doi: 
10.3390/molecules22060898: 14 str. 
Feng L., Weijun D., Xi B., Shuge T. 2014. Quantification of phytochemical constituents 
and in-vitro antioxidant activity of Althaea rosea seeds. Journal of Chemical & 
Parmaceutical Research, 6, 3: 1466-1471 
Floegel A., Kim D.O., Chung S.J., Koo S.I., Chun O.K. 2011. Comparison of 
ABTS/DPPH assays to measure antioxidant capacity in popular antioxidant-rich US 
foods. Journal of Food Composition and Analysis, 24, 7: 1043-1048 
Forsberg G. 2004. Control of cereal seed-borne diseases by hot humid air seed treatment. 
Doctoral Thesis (summary). Uppsala, Swedish University of Agricultural Sciences: 
49 str.  
https://pub.epsilon.slu.se/516/ (september 2019) 
Galili S., Hovav R. 2014. Determination of polyphenols, flavonoids, and antioxidant 
capacity in dry seeds. V: Polyphenols in plants. Watson R (ur.). Cambridge, 
Academic Press: 305-323 
Gan R.Y., Lui W.Y., Wu K., Chan C.L., Dai S.H., Sui Z.Q., Corke H. 2017. Bioactive 
compounds and bioactivities of germinated edible seeds and sprouts: an updated 
review. Trends in Food Science & Technology, 59: 1-14 
Gharachorloo M., Ghiassi Tarzi B., Baharinia M. 2013. The effect of germination on 
phenolic compounds and antioxidant activity of pulses. Journal of the American Oil 
Chemists' Society, 90, 3: 407-411 
Ilešič A. Vsebnost fenolnih spojin in antioksidativni potencial kaljenih semen navadnega rička (Camelina sativa L.) 
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
 61       
  
Herchi W., Bahashwan S., Sebei K., Saleh H.B., Kallel H., Boukhchina S. 2015. Effects 
of germination on chemical composition and antioxidant activity of flaxseed (Linum 
usitatissimum L) oil. Grasas y Aceites, 66, 1: e057, doi: 10.3989/gya.0463141: 8 str. 
Holtz R.W. 2009. In vitro methods to screen materials for anti-aging effects. V: Skin 
aging handbook. Dayan N. (ur.). Norwich, William Andrew Publishing: 329-362  
Kaur M., Asthir B., Mahajan G. 2017. Variation in antioxidants, bioactive compounds 
and antioxidant capacity in germinated and ungerminated grains of ten rice cultivars. 
Rice Science, 24, 6: 349-359 
Kawee-ai A., Phumat P., Okonogi S., Klayraung S., Seesuriyachan P. 2018. Phenolic 
compounds and antioxidant activities of four edible species during seed 
germination. Chiang Mai Journal of Science, 45, 2: 905-916 
Kim S.H., Jeon Y.S. 2009. Critical seed moisture content for germination in crop species. 
Journal of the Korean Society of International Agriculture, 21, 3: 159-164 
Kopjar M., Piližota V., Hribar J., Simčić M. 2009. Total phenol content and antioxidant 
activity of water solutions of plant extracts. Croatian Journal of Food Science and 
Technology, 1, 1: 1-7 
Kubalt K. 2016. The role of phenolic compounds in plant resistance. Biotechnology and 
Food Science, 80, 2: 97-108 
Leouifoudi I., Harnafi H., Zyad A. 2015. Olive mill waste extracts: polyphenols content, 
antioxidant, and antimicrobial activities. Advances in Pharmacological Sciences, 
2015, 2: 714138, doi: 10.1155/2015/714138: 11 str. 
Li, X., Wu, X., Huang, L.. 2009. Correlation between antioxidant activities and phenolic 
contents of radix Angelicae sinensis (Danggui). Molecules, 14, 12: 5349-5361 
López-Martínez L.X., Leyva-López N., Gutiérrez-Grijalva E.P., Heredia J.B. 2017. 
Effect of cooking and germination on bioactive compounds in pulses and their health 
benefits. Journal of Functional Foods, 38: 624-634 
Makasana J., Pillai V., Sharma A., Dholakiya B.Z., Gajbhiye N.A., Saravanan R. 2016. 
Effect of seed treatment on germination and flavonoids diversity in accessions of 
butterfly pea (Clitoria ternatea). Indian Journal of Agricultural Sciences, 86, 12: 
1553-1558 
Matthäus B., Zubr J. 2000. Variability of specific components in Camelina sativa oilseed 
cakes. Industrial Crops and Products, 12, 1: 9-18 
Matthäus, B. 2002. Antioxidant activity of extracts obtained from residues of different 
oilseeds. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50, 12: 3444-3452 
Née G., Xiang Y., Soppe W.J. 2017. The release of dormancy, a wake-up call for seeds 
to germinate. Current Opinion in Plant Biology, 35: 8-14 
Ilešič A. Vsebnost fenolnih spojin in antioksidativni potencial kaljenih semen navadnega rička (Camelina sativa L.) 
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
 62       
  
Paš M., Raspor P. 2008. Biotehnološko izkoriščanje sekundarnih surovin iz živilstva. V: 
Stranski proizvodi in odpadki v živilstvu - uporabnost in ekologija. 25. Bitenčevi 
živilski dnevi, Ljubljana, 17. in 18. april 2008. Demšar L., Žlender B. (ur.). Ljubljana, 
Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo: 109-122 
Rahman M.J., de Camargo A.C., Shahidi F. 2018. Phenolic profiles and antioxidant 
activity of defatted camelina and sophia seeds. Food Chemistry, 240: 917-925 
Raish M., Ahmad A., Ansari M.A., Alkharfy K.M., Ahad A., Khan A., Aljenobi F.I., Ali 
N., Al-Mohizea A.M. 2019. Effect of sinapic acid on aripiprazole pharmacokinetics 
in rats: possible food drug interaction. Journal of Food and Drug Analysis, 27, 1: 
332-338 
Russo R., Reggiani R. 2018. Antioxidants in flour of the oilseed crop Camelina sativa 
(L.) Crantz. International Journal of Plant Biology, 9: 39-42 
Salminen H., Heinonen M. 2008. Plant phenolics affect oxidation of tryptophan. Journal 
of Agricultural and Food Chemistry, 56, 16: 7472-7481 
Sampath A. 2009. Chemical characterization of camelina seed oil. Doctoral dissertation. 
New Brunswick, Rutgers University-Graduate School-New Brunswick: 193 str. 
Shaban M. 2013. Effect of water and temperature on seed germination and emergence as 
a seed hydrothermal time model. International Journal of Advanced Biological and 
Biomedical Research, 1, 12: 1686-1691 
Silva W.R. 1998. Seed performance after exposure to high temperatures. Scientia 
Agricola, 55: 102-109 
Tarzi B.G., Gharachorloo M., Baharinia M., Mortazavi S.A. 2012. The effect of 
germination on phenolic content and antioxidant activity of chickpea. Iranian Journal 
of Pharmaceutical Research, 11, 4: 1137-1143 
Terpinc P., Abramovič H. 2016. Oljna pogača navadnega rička (Camelina sativa (L.) 
Crantz) – neizkoriščeni vir fenolnih spojin. Acta Agriculturae Slovenica, 107, 1: 243-
250 
Terpinc P., Cigić B., Polak T., Hribar J., Požrl T. 2016. LC–MS analysis of phenolic 
compounds and antioxidant activity of buckwheat at different stages of malting. Food 
Chemistry, 210: 9-17 
Terpinc P., Čeh B., Ulrih N.P., Abramovič H. 2012a. Studies of the correlation between 
antioxidant properties and the total phenolic content of different oil cake extracts. 
Industrial Crops and Products, 39: 210-217 
Terpinc P., Polak T., Makuc D., Ulrih N.P., Abramovič H. 2012b. The occurrence and 
characterisation of phenolic compounds in Camelina sativa seed, cake and oil. Food 
Chemistry, 131, 2: 580-589 
Uchegbu N.N., Amulu N.F. 2015. Effect of germination on proximate, available phenol 
and flavonoid content, and antioxidant activities of African yam bean (Sphenostylis 
Ilešič A. Vsebnost fenolnih spojin in antioksidativni potencial kaljenih semen navadnega rička (Camelina sativa L.) 
  Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
 63       
  
stenocarpa). World Academy of Science, Engineering and Technology, International 
Journal of Nutrition and Food Engineering, 9, 1: 106-109 
Xue Z., Wang C., Zhai L., Yu W., Chang H., Kou X., Zhou F. 2016. Bioactive compounds 
and antioxidant activity of mung bean (Vigna radiata L.), soybean (Glycine max L.) 
and black bean (Phaseolus vulgaris L.) during the germination process. Czech 
Journal of Food Science, 34, 1: 68-78 
Wang T. Y., Li Q., Bi K. S. 2018. Bioactive flavonoids in medicinal plants: Structure, 
activity and biological fate. Asian Journal of Pharmaceutical Sciences, 13, 1: 12-23 
Zia-Ul-Haq M., Ahmad S., Amarowicz R.,  De Feo V. 2013. Antioxidant activity of the 
extracts of some cowpea (Vigna unguiculata (L) Walp.) cultivars commonly 
consumed in Pakistan. Molecules, 18, 2: 2005-2017 
Zubr J. 1997. Oil-seed crop: Camelina sativa. Industrial Crops and Products, 6, 2: 113-
119 
 
